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RESUMO 
A Escherichia coli de aderência difusa (DAEC), um patotipo diarreiogênico de E. coli, 
corresponde a um grupo heterogêneo sem marcador de virulência comum a todos 
os isolados e de papel controverso na diarreia infantil. O objetivo deste estudo foi 
caracterizar genotipica e fenotipicamente amostras de DAEC, portadoras e não 
portadoras de adesinas Afa/Dr, isoladas de crianças com e sem diarreia. Em 70 
amostras de DAEC, PCR foi realizado para pesquisa de genes descritos em DAEC, 
EAEC ou UPEC, que codificam: (i) oito adesinas fimbriais e afimbriais (fimH, papC, 
sfa, aggA, aafA, agg3A, aidA/aah, afaC); (ii) cinco toxinas (pet, astA, set1A, sat, 
hlyA); (iii) três proteínas captadoras/receptora de ferro (irp2, iucA, chuA/shuA); (iv) 
invasina (daaD) e; antígeno 43 (agn43). Ensaio de formação de biofilme foi realizado 
a partir da bactéria cultivada em caldo Luria-Bertani e inoculada em placas de 
poliestireno com DMEM suplementado com 0,4% glicose. A leitura da densidade 
ótica (DO490) foi realizada após coloração com safranina. Soroaglutinação para 23 
antígenos O (Probac do Brasil) foi realizada em 50% das DAEC. Método de difusão 
de disco foi realizado para testar a suscetibilidade a 13 antimicrobianos. A presença 
de pelo menos um gene que codifica adesinas, toxinas, proteínas 
captadoras/receptora de ferro, invasina ou antígeno 43 foram encontrados em 
58,6%, 51,4%, 80%, 48,6% e 57,1%, respectivamente, com os genes fimH, irp2, 
agn43, iucA, chuA/shuA, presentes em mais de 50% das amostras. Gene afaC+ 
(PCR) e/ou sonda afaBC+ (hibridização de colônias) classificou 50% das DAEC 
como Afa/Dr, sendo pet, sat, irp2, iucA, chuA/shuA e agn43 significantes nessas 
amostras (p<0,05). Do total das DAEC, 44,3% foram formadoras de biofilme, 
igualmente distribuídas entre as Afa/Dr e não Afa/Dr, e nenhum gene foi associado 
com esse fenótipo. Sorologia de 35 amostras evidenciou os seguintes sorogrupos: 1 
O29, 2 O125, 2 O127 e 7 O86. Todas as O86 foram de DAEC Afa/Dr. Maiores 
frequências de resistência antimicrobiana foram encontradas para ampicilina 
(55,7%), sulfametoxazol/trimetoprim (35,7%) e tetraciclina (28,6%) e o perfil 
resistente/intermediário para amoxicilina/ácido clavulânico, ampicilina, 
sulfametoxazol/trimetoprim foi significante nas DAEC Afa/Dr, assim como a multi-
droga resistência (p<0,05). Em conclusão, observou-se: (i) alta frequência de fimH e 
pet e presença de agn43, até então não descrito em DAEC, em frequências 
similares àquelas encontradas em EAEC, UPEC e EAEC/UPEC, respectivamente; 
(ii) que as amostras de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr constituíram grupos com perfis 
genéticos diferenciados entre si; (iii) poucos sorogrupos foram encontrados entre as 
DAEC; (iv) frequências de resistência menores quando comparado com as poucas 
descrições em DAEC, sugerindo uma menor pressão seletiva da população do 
presente estudo e; (v) amostras de DAEC Afa/Dr podem representar um importante 
reservatório de genes de resistência a antimicrobianos, além de diversos fatores de 
virulência. 
Palavras-chaves: 1. Escherichia coli de aderência difusa (DAEC). 2. Família de 
adesinas Afa/Dr. 3. Genes de virulência. 4. Formação de biofilme. 5. 
Susceptibilidade a antimicrobianos. 6. Sorogrupos. 
ABSTRACT 
The diffusely adherent Escherichia coli (DAEC), a diarrheagenic pathotype of E. coli, 
represent a heterogeneous group without a virulence marker common to all isolates 
and with a controversial role in childhood diarrhea. The aim of this study was to 
characterize phenotypic and genotypic samples of DAEC, with or without Afa/Dr 
adhesins, isolated from children with and without diarrhea. In 70 samples DAEC, 
PCR was performed to search for genes described in DAEC, EAEC or UPEC, 
encoding: (i) eight fimbrials and afimbrials (fimH, papC, sfa, aggA, aafA, agg3A, 
aida/aah, afaC ), (ii) five toxins (pet, astA, set1A, sat, hlyA), (iii) three iron-chelators 
(irp2, yucA, chuA/shuA), (iv) invasin (daad) and; antigen 43 (agn43). Biofilm 
formation assay was carried out from the bacteria grown in Luria-Bertani broth and 
inoculated in microtiter plates with DMEM 0.4% glucose. Optical density (OD490) was 
measured after safranin staining. Seroagglutination for 23 O antigens (Probac Brazil) 
was performed in 50% of DAEC strains. Disk diffusion method was conducted to test 
the susceptibility to 13 antimicrobial agents. The presence of at least one gene 
encoding for adhesins, toxins, iron chelators or invasin were found in 58.6%, 51.4%, 
80% and 48.6%, respectively, with the genes fimH, irp2, agn43, yucA, chuA/shuA, 
present in over 50% of the strains. afaC+ gene (PCR+) and/or afaBC+ probe (colony 
hybridization) classified 50% of DAEC as Afa/Dr, being pet, sat, irp2, yucA, 
chuA/shuA and agn43 significant in these strains (p<0,05). Ou of the 70 DAEC, 
44.3% were biofilm former, equally present among Afa/Dr and non Afa/Dr, and no 
gene has been associated with this phenotype. Serology of 35 strains showed the 
following serogroups: 1 O29, 2 O125, 2 O127 and 7 O86. All O86 were DAEC 
Afa/Dr. Higher frequency of antimicrobial resistance were found for ampicillin 
(55.7%), trimethoprim/sulfamethoxazole (35.7%) and tetracycline (28.6%) and the 
pattern resistant/intermediate to amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin, 
sulfamethoxazole/trimethoprim was significant in Afa/Dr DAEC, as well as the multi-
drug resistance (p <0.05). In conclusion, we observed: (i) a high frequency of fimH 
and pet and the presence of agn43, hitherto not described in DAEC, at similar 
frequencies to those found in EAEC, UPEC and EAEC/UPEC, respectively; (ii) that 
the samples Afa/Dr and non Afa/Dr DAEC constituted groups with different genetic 
profiles to each other; (iii) a few serogroups were found among DAEC; (iv) smaller 
resistance frequencies when compared with the few descriptions of DAEC, 
suggesting a lower selective pressure of the population of the present study and; (v) 
DAEC Afa/Dr strains may represent an important reservoir of antibiotic resistance 
genes, beyond several virulence factors. 
Key-words: 1. Diffusely adherent Escherichia coli (DAEC). 2. Afa/Dr adhesins family. 
3. Virulence genes. 4. Biofilm forming. 5 Antimicrobial susceptibility. 6. Serogroups. 
 
LISTA DE FIGURAS 
 
Figura 1 – Esquema da patogênese dos patotipos de DEC. 
Figura 2 – Padrão de aderência difusa (DA) em células HEp-2. 
Figura 3 – Organização genética de seis operons da família de adesinas Afa/Dr. 
Figura 4 – Patogenicidade de DAEC Afa/Dr. 
Figura 5 – Fotografia de gel de agarose com fragmentos de DNA amplificados do 
gene daaD (estabelecido neste estudo) e corado com brometo de etídio. 
Figura 6 – Microplaca de ensaio de formação de biofilme mostrando diferentes 
intensidades de cor entre amostras aplicadas em triplicata. 
Figura 7 –Ensaio de hemolisina com amostras DAEC repicadas em spots. 
Figura 8 - Relação dos resultados entre sonda afaBC e PCR afa/daaD. 
 
 
 
 
LISTA DE QUADROS E GRÁFICO 
QUADROS 
Quadro 1 – Relação entre fatores de virulência e patotipos de origem de E. coli. 
Quadro 2 – Toxinas e proteínas captadoras/receptora de ferro. 
Quadro 3 – Programas de amplificação usados nas PCR monoplex com respectivas 
sequências de iniciadores e fragmentos obtidos.  
Quadro 4 – Programas de amplificação usados nas PCR multiplex com respectivas 
sequências de iniciadores e fragmentos obtidos. 
Quadro 5 – Controles positivos utilizados nas PCR. 
Quadro 6 - Repertório de genes de virulência nas amostras de DAEC (n=70). 
Quadro 7 – Repertório de genes das DAEC Afa/Dr.               
Quadro 8 – Repertório de genes das DAEC não Afa/Dr. 
 
GRÁFICO 
Gráfico 1 – Resultado do teste de susceptibilidade a antimicrobianos pelo método 
de difusão do disco para as 70 amostras de DAEC. 
 
 
 
 
LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 1 – Frequência dos genes pesquisados nas 70 amostras de DAEC. 
Tabela 2 – Amostras positivas para pelo menos um gene de cada grupo de gene, 
isoladas de crianças com e sem diarreia. 
Tabela 3 – Distribuição dos genes em amostras de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr. 
Tabela 4 – Número total de genes positivos encontrados por amostra nas DAEC 
Afa/Dr e DAEC não Afa/Dr. 
Tabela 5 – Relação entre a produção de biofilme e a presença de genes associados 
com aderência bacteriana. 
Tabela 6 – Frequência de R/I em amostras de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr. 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
AA – Aggregative adherence (Aderência agregativa) 
AAFs –Aggregative adherence fimbriae (Fímbrias de aderência agregativa) 
CD – Crohn's disease (Doença de Crohn) 
CEA – Carcinoembryonic antigen (Antígeno carcinoembrionário) 
CEACAM1 – Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule type 1 
(Molécula de adesão de tipo 1 relacionada ao antígeno carcinoembriônico)  
CEACAM6 - Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule type 6 
(Molécula de adesão de tipo 1 relacionada ao antígeno carcinoembriônico)CH – 
Colite hemorrágica 
CHO - Chinese hamster ovary (Células de ovário de hamster chinês) 
CHO-K1 – Chinese hamster ovary K1 (Células de ovário de hamster chinês K1) 
CRP – Complement regulatory protein (Proteína de regulação do complemento) 
DA – Diffusely adherent (Aderência difusa) 
DA-EPEC - Diffusely adherent enteropathogenic Escherichia coli (E. coli 
enteropatogênica de aderência difusa) 
DAEC – Diffusely adherent E. coli (E. coli de aderência difusa) 
DAF - Human Decay-Accelerating Factor  
DCA - DAF clustering assay  
DEC – E. coli diarrheagenic (E. coli diarreiogênica) 
DMEM – Dulbecco’s modified Eagle medium (Meio essencial mínimo de Eagle 
modificado por Dulbecco) 
DO – Densidade óptica 
EAEC – Enteroaggregative E. coli (E. coli enteroagregativa) 
EHEC - Enterohaemorrhagic E. coli (E. coli enteroemorrágica) 
EIEC – Enteroinvasive E. coli (E. coli enteroinvasora) 
EPEC - Enteropathogenic E. coli (E. coli enteropatogênica) 
aEPEC – Atypical EPEC (EPEC atípica) 
tEPEC – Typical EPEC (EPEC típica) 
ETEC – Enterotoxigenic E. coli (E. coli enterotoxigênica) 
ExPEC – Extraintestinal patogenic E. coli (E. coli associada a infecção 
extraintestinal)  
GPA - Gentamicin protection assay (Ensaio de proteção com gentamicina) 
GPI – Glicosilfosfatidilinositol 
HeLa – Célula de linhagem derivada de carcinoma cervical de Henrietta Lacks 
HEp-2 – Human ephitelial cells (célula de linhagem derivada de carcinoma de laringe 
humano) 
IBD – Inflammatory bowel disease (Doença do intestino inflamado) 
LB – Luria Bertani 
LEE – Locus of enterocyte effacement (Locus de achatamento do enterócito) 
LT – Heat-labile toxin (Enterotoxina termo-lábil)  
MHC-I – Molecules hystocompatibility complex 1 (Moléculas do complexo de 
histicompatibilidade 1) 
MNEC – Meningitis neonatal E. coli (E. coli associada a meningite neonatal) 
MSHA – Mannose-sensitive hemagglutination (Hemoaglutinaçao sensível a manose) 
MRHA – Mannose resistant hemagglutination (Hemoaglutinação resistente a 
manose) 
PAI – Pathogenicity island (Ilha de patogenicidade) 
PBS – Phosphate buffer saline (Tampão salina-fosfato) 
PCR – Polymerase chain reaction (Reação em cadeia pela polimerase) 
PMNL – Polymorphonuclear leucocytes (Leucócitos polimorfonucleares) 
ST – Heat-stable toxin (Enterotoxina termo-estável)  
STEC – Shiga toxin producing E. coli (E. coli produtora de Shiga toxina) 
TJ - Tight junction  
TNF-α – Tumor necrosis factor alpha (Fator alfa de necrose tumoral) 
TTSS – Type three secretion system (Sistema de secreção tipo III) 
Stx – Shiga toxin (Toxina de Shiga) 
TA – Temperatura ambiente 
UPEC – Uropathogenic E. coli (E. coli uropatogênica) 
UTI – Urinary tract infection (Infecção do trato urinário) 
 
 
13 
 
SUMÁRIO 
 
1 INTRODUÇÃO........................................................................................................13 
2 REVISÃO DE LITERATURA..................................................................................15 
2.1 Escherichia coli E PATOTIPOS DIARREIOGÊNICOS.........................................15 
2.2 Escherichia coli DE ADERÊNCIA DIFUSA (DAEC) ............................................17 
2.2.1 Breve histórico................................................................................................17 
2.2.2 Fatores de Virulência......................................................................................18 
2.2.2.1 Adesinas.........................................................................................................18 
2.2.2.1.1 Afa/Dr..........................................................................................................19 
2.2.2.1.2 AIDA-I..........................................................................................................20 
2.2.2.1.3 Outras adesinas..........................................................................................21 
2.2.2.2 Toxinas e proteínas captadoras/receptor de ferro.........................................23 
2.2.2.3 Invasão celular...............................................................................................24 
2.2.2.4 Formação de biofilme.....................................................................................24 
2.2.3 Patogênese......................................................................................................25 
2.2.4 Resistência a antimicrobianos.......................................................................27 
2.2.5 Identificação laboratorial................................................................................27 
2.2.6 Epidemiologia..................................................................................................28 
3 OBJETIVO..............................................................................................................30 
3.1 OBJETIVO GERAL...............................................................................................30 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS................................................................................30 
4 METODOLOGIA.....................................................................................................31 
4.1 AMOSTRAS.........................................................................................................31 
4.2 TESTES GENOTÍPICOS......................................................................................31 
4.2.1 Extração do DNA bacteriano..........................................................................31 
4.2.2 Reação em cadeia pela polimerase (PCR) ...................................................32 
4.3 TESTES FENOTÍPICOS......................................................................................35 
4.3.1 Formação de biofilme em superfície abiótica...............................................35 
4.3.2 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos.................................................36 
4.3.3 Sorologia..........................................................................................................36 
4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA......................................................................................36 
5 RESULTADOS........................................................................................................38 
5.1 CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA.....................................................................38 
14 
 
5.1.1 Descrição dos genes pesquisados entre os isolados de DAEC.................38 
5.1.2 Caracterização de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr...............................................41 
5.2 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA......................................................................45 
5.2.1 Formação de biofilme em superfície abiótica...............................................45 
5.2.2 Determinação de sorogrupos.........................................................................46 
5.2.3 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos.................................................46 
6 DISCUSSÃO...........................................................................................................49 
6.1 CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA.....................................................................49 
6.1.1 Do total de amostras de DAEC.......................................................................49 
6.1.2 Das amostras de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr.................................................53 
6.2 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA......................................................................55 
6.2.1 Ensaio de biofilme em superfície abiótica....................................................55 
6.2.2 Sorologia..........................................................................................................58 
6.2.3 Ensaio de suscetibilidade a antimicrobianos...............................................58 
7 CONCLUSÃO.........................................................................................................60 
 
13 
 
1 INTRODUÇÃO 
As doenças diarréicas compreendem uma importante causa de morbidade e 
mortalidade infantil e representam um problema de saúde pública. Os patotipos 
diarreiogênicos de Escherichia coli (DEC) são uma das principais causas 
bacterianas de diarreia aguda e persistente em países em desenvolvimento e alguns 
são reconhecidos como enteropatógenos emergentes em países desenvolvidos 
(NATARO, KAPER, 1998; GUION et al., 2008).  
A E. coli de aderência difusa (DAEC), o sexto patotipo descrito de DEC, tem 
participação ainda incerta na diarreia (FORESTIER et al., 1996; MERAZ et al., 
2008). Alguns estudos apontam para a DAEC como causa de diarreia infantil 
relacionada à idade, e também em imunocomprometidos (ALBERT et al., 1999; 
OKEKE et al., 2000; SCALETSKY et al., 2002; SPANO et al., 2008; MERAZ et al., 
2008; GARCIA et al., 2010; MANSAN-ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). 
Porém, os mecanismos relacionados com a gênese da diarreia precisam ser 
elucidados. Sugere-se a existência de um subgrupo patógeno de DAEC, portador de 
adesinas da família Afa/Dr, potencialmente capaz de causar diarreia (SERVIN, 
2005). 
A DAEC, caracterizada pelo padrão de aderência difusa em cultura de células HeLa 
ou HEp-2 e ausência de marcadores moleculares que identificam outros patotipos de 
DEC, pode carrear genes descritos em outros patotipos de E. coli, como aqueles 
que codificam adesinas e toxinas de E. coli uropatogênica (UPEC) e de E. coli de 
aderência agregativa (EAEC). 
A complexa interação entre DAEC e as células hospedeiras é pouco elucidada. 
Embora a formação de biofilme seja bem estabelecida para a EAEC, somente um 
estudo recente descreve este fenômeno para a DAEC. O potencial de transferência 
de genes de resistência antimicrobiana juntamente com o fenótipo DA foi 
previamente descrito (LOPES et al., 2005), porém poucos estudos descrevem o 
perfil de suscetibilidade a antimicrobianos em DAEC (PEIFFER et al., 2002; 
GUIGNOT et al., 2009; MARIN-ESTEBAN et al., 2012). 
O presente estudo tem a finalidade de caracterizar genotipicamente e 
fenotipicamente amostras de DAEC isoladas de crianças de comunidades 
14 
 
Quilombolas e da periferia do norte de São Mateus e Conceição da Barra, ES, pela 
pesquisa de 18 possíveis marcadores de virulência por PCR e da capacidade de 
formação de biofilme em superfície abiótica e de susceptibilidade a antimicrobianos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Escherichia coli E PATOTIPOS DIARREIOGÊNICOS 
A E. coli é um microorganismo gram negativo, pertencente à família 
Enterobacteriaceae, que coloniza o trato gastrointestinal poucas horas após o 
nascimento, e constitui o anaeróbio facultativo mais abundante da microbiota 
intestinal (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004). Exceto nos casos em que a barreira 
gastrointestinal é rompida ou no caso de imunocomprometidos, a E. coli se comporta 
como um comensal que coexiste em harmonia com o hospedeiro humano com 
benefícios mútuos (NATARO, KAPER, 1998). Contudo, a evolução deste 
microorganismo permitiu o surgimento de vários clones, altamente adaptados, 
através da aquisição de atributos específicos de virulência comumente codificados 
em elementos gênicos móveis, como plasmídios e transposons, e esses criaram 
novas combinações gênicas (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004). Os novos 
atributos de virulência permitiram a adaptação a novos nichos e conferiram a 
capacidade de causar doenças em hospedeiros que até então viviam em harmonia, 
dando origem aos patotipos de E. coli com potencial de causar infecções 
extraintestinais (ExPEC) e infecções gastrointestinais (NATARO, KAPER, 1998; 
KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004).  
E. coli uropatogênica (UPEC) e E. coli associada à meningite e sepse (MNEC) são 
patotipos de ExPEC (NOWICHI et al, 1989; JOHNSON, 1991; DAWSON, 
EMERSON, BURNS, 1999; ANDERSON et al, 2003). Os patotipos implicados com 
infecções gastrointestinais, denominados E. coli diarreiogênica (DEC), são 
classificados com base na patogênese e nos atributos de virulência em: E. coli 
enteropatogênica (EPEC), E. coli enteroemorrágica (EHEC) ou produtora de toxina 
de Shiga (STEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. 
coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de aderência difusa (DAEC) (Figura 1) 
(KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004). A presença de determinados sorogrupos 
(antígeno O) e sorotipos (antígenos O e H) foram implicados com síndromes clínicas 
específicas, como surtos de diarreia, o que contribuiu com o diagnóstico laboratorial 
de patotipos de E. coli, como para EPEC, EIEC e EHEC (KAPER, NATARO, 
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MOBLEY, 2004). O diagnóstico dos patotipos de E. coli através da sorologia foi 
substituído pela identificação de fatores de virulência, já que determinados sorotipos 
passaram a agrupar cepas geneticamente heterogêneas e por não ser conhecida a 
relação entre a presença dos sorogrupos e genes relacionados com a virulência nos 
isolados de E. coli (NATARO, KAPER, 1998; PEREIRA et al., 2007). 
Nos itens seguintes serão abordados temas referentes à DAEC, que é objeto deste 
estudo. 
 
 
Figura 1 – Esquema da patogênese dos patotipos de DEC. a. Aderência de EPEC à borda em 
escova dos enterócitos, seguida por destruição das microvilosidades, com formação de uma lesão 
característica denominada Attaching and Effacing (Lesão A/E) e formação de pedestais. b. EHEC é 
caracterizada pela elaboração da toxina de Shiga (Stx) e, assim como EPEC, pode produzir Lesão 
A/E e formação de pedestais nos enterócitos. c. A aderência de ETEC é seguida pela secreção das 
enterotoxinas termo-estável (ST) e/ou termo-lábil (LT), que resultam em diarreia aquosa. d. A 
aderência de EAEC é seguida pela elaboração de enterotoxinas e citotoxinas e pela formação de 
biofilme. e. EIEC é capaz de invadir células M, posteriormente enterócitos baso-laterlamente, e se 
multiplicar dentro de vesículas, e seguir a invasão de células adjacentes, com forte reação 
inflamatória. f. A ligação de DAEC aos enterócitos é mediada por adesinas características e pode 
induzir a formação de projeções celulares que envolvem a bactéria (KAPER, NATARO, MOBLEY, 
2004). 
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2.2 Escherichia coli DE ADERÊNCIA DIFUSA (DAEC) 
2.2.1 Breve histórico 
Na década de 80, alguns estudos descreveram amostras de E. coli com padrão de 
aderência difusa (DA) em cultura de células HeLa e HEp-2 (Figura 2), isoladas de 
pacientes com diarreia e de indivíduos saudáveis (SCALETSKY, SILVA, TRABULSI, 
1984, 1985; NATARO et al., 1985, 1987; ECHEVERRIA et al., 1987; MATHEWSON 
et al., 1987; LEVINE et al., 1988; BENZ, SCHMIDT, 1989; GOMES, BLAKE, 
TRABULSI, 1989). A capacidade diarreiogênica de amostras com o padrão DA 
passou a ser sugerida, principalmente após Bilge et al. (1989) identificarem e 
descreverem a cepa C1845 (com padrão DA), isolada das fezes de criança com 
diarreia persistente, de quem nenhum outro patógeno foi identificado. 
Posteriormente, Giron et al. (1991) identificaram vários enteropatógenos durante um 
pico de diarreia infantil numa aldeia Maia no México, e apenas isolados de E. coli 
com padrão DA foram estatisticamente associados à diarreia, sendo, pela primeira 
vez, designados E. coli de aderência difusa (DAEC). Outros estudos passaram a 
identificar amostras de DAEC em fezes, principalmente de crianças, e esse grupo 
passou a ser considerado o sexto patotipo de DEC descrito (CRAVIOTO et al., 1991; 
KERNEIS et al., 1991; JALLAT et al., 1993; SERVIN, 2005; LE BOUGUENEC, 
SERVIN, 2006).  
A DAEC tem sido isolada de crianças com e sem diarréia, e sua real importância na 
diarreia infantil ainda necessita ser elucidada (SERVIN, 2005; LE BOUGUENEC, 
SERVIN, 2006). Esse patotipo é considerado um grupo heterogêneo, sendo o 
padrão DA o único fenótipo comum a todos os isolados (Figura 2) (GIRON et al., 
1991; BAQUI et al., 1992; JALLAT et al., 1993; LEVINE et al., 1993; KYAW et al., 
2002; SCALETSKY et al., 2002b; TADDEI et al., 2003; LE BOUGUENEC, SERVIN, 
2006; MERAZ et al., 2007; GUIGNOT et al., 2007).  
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Figura 2 – Padrão de aderência difusa (DA) de E. coli em células HEp-2 (NATARO, KAPER, 1998). 
 
2.2.2 Fatores de Virulência 
Pouco se conhece sobre os fatores que poderiam estar associados à virulência em 
DAEC, e dentre estes se tem adesinas, toxinas, proteínas captadoras de ferro e 
capacidade de invasão celular (TADDEI et al., 2003; LOPES et al., 2005; 
SOBIESZCZANSKA et al., 2006; GUIGNOT  et al., 2007), que serão abordados nos 
itens a seguir. No quadro 1 podem ser observados possíveis fatores de virulência 
descritos em amostars de DAEC, EAEC e/ou de UPEC. 
 
2.2.2.1 Adesinas 
As adesinas bacterianas são responsáveis pela aderência ao epitélio intestinal, e 
podem aparecer como estruturas longas, conhecidas como hair-like, denominadas 
Pili ou Fímbria, ou ainda como uma estrutura amorfa ligada à membrana, 
denominada Bainha Afimbrial (SOTO, HULTGREN, 1999). 
As adesinas características de DAEC, pertencentes à família Afa/Dr e à AIDA-I, são 
responsáveis pelo padrão DA em cultura de células e também contribuem com a 
subdivisão de DAEC em  duas classes: DAEC típica ou DAEC Afa/Dr, e DAEC 
atípica, ambas podendo ainda ser subdividas em duas subclasses (WACHTER et 
al., 1999; NOWICKI, SELVARANGAN, NOWICKI 2001; SERVIN, 2005; GUIGNOT et 
al., 2007). A expressão de outras adesinas também são descritas em DAEC 
(MARQUES et al., 1995; MARTINEZ et al., 2000; LOPES et al., 2005; GUIGNOT et 
al., 2007). Estas adesinas serão descritas a seguir. 
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Quadro 1 – Relação entre fatores de virulência e patotipos de origem de E. coli 
 
Genes Localização Descrição Patotipo Atividade 
fimH Cromossomo Proteína FimH (fímbria tipo 1) Todos 
Adesinas 
papC Cromossomo Fímbria P UPEC 
sfa Cromossomo Fímbria S UPEC, MNEC 
aggA;aafA;agg3A Plasmídio Fímbrias de aderência agregativa EAEC 
afaC Cromossomo ou Plasmídio Família adesinas Afa/Dr DAEC, UPEC 
aida/aah Plasmídio AIDA-I/AAH DAEC 
hlyA PAI* α-Hemolisina UPEC 
Toxinas  
pet Plasmídio Serina protease PET EAEC 
astA Plasmídio Toxina termoestável EAST1 EAEC 
set1A Cromossomo Enterotoxina de S. flexineri - SheT1 EAEC 
sat PAI* Toxina autotransportadora UPEC 
irp2 Cromossomo Yersiniabactina Vários Proteínas 
captadoras/receptora 
de ferro 
iucA Cromossomo ou Plasmídio Sintetase de aerobactina EIEC 
chuA/shuA Cromossomo Receptor heme UPEC, EIEC, MNEC 
daaD Cromossomo ou Plasmídio Invasina C1845 DAEC Invasina 
agn43 Cromossomo Antígeno 43 EAEC, UPEC Antígeno 43 
* PAI – Ilha de patogenicidade 
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2.2.2.1.1 Afa/Dr 
A Afa/Dr constitui uma família de 13 adesinas com estruturas fimbriais e afimbriais, 
sendo elas: AfaE-I, AfaE-II, AfaE-III, AfaE-V, Afa-VII, Afa-VIII, Dr, Dr-II, F1845, Nfa-I, 
AAF-I, AAF-II e AAF-III (GARCIA, LABIGNE, LE BOUGUENEC, 1994; NOWICKI, 
SELVARANGAN, NOWICKI, 2001; LE BOUGUENEC et al., 2001; SERVIN, 2005; 
ALTROFF et al., 2006). Conforme Servin (2005), todas estas adesinas atuariam 
como fatores de virulência em DAEC. 
As adesinas com estruturas afimbriais foram inicialmente classificadas como 
pertencentes à família Afa (LABIGNE-ROUSSEL et al., 1984 e 1988), enquanto que 
aquelas que reconheciam o antígeno de grupo sanguíneo Dr, presente na molécula 
Human Decay-Accelerating Factor (DAF ou CD55), foram classificadas como 
pertencentes à família Dr (BILGE et al., 1984; NOWICKI et al., 1987). Conforme 
capacidade das adesinas Afa/Dr de reconhecerem ou não (Afa-VII, Afa-VIII, AAF-I, 
AAF-II e AAF-III) DAF como receptor, elas são nomeadas como Afa/Dr+ e Afa/Dr-, 
respectivamente (NOWICKI et al., 1990; LE BOUGUENEC et al., 2001; SERVIN, 
2005; MANSAN-ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). As que se ligam à DAF 
são também reconhecidas como DAECDAF (SERVIN, 2005; GUIGNOT et al., 2007). 
Determinadas adesinas Afa/Dr podem ainda reconhecer  membros da família 
CEAECAM e/ou colágeno tipo IV como receptores em células hospedeiras 
(BERGER et al., 2004; GUIGNOT et al., 2000; SELVARANGAN et al., 2004). 
Cada adesina Afa/Dr é codificada por um operon composto de pelo menos cinco 
genes (A a E) (Figura 3). Os operons que codificam as adesinas Afa/Dr apresentam 
similaridade em sua organização, e são altamente conservados entre os genes A e 
D, sendo o gene E o mais divergente entre os membros da família (GARCIA, 
LABIGNE, LE BOUGUENEC, 1994). Os produtos dos gene A, B, C, D e E são 
identificados como um regulador transcriptional, uma chaperona periplasmática, uma 
proteína de ancoragem de membrana externa, uma invasina e o produto estrutural 
da adesina, respectivamente (SERVIN, 2005). O produto final de cada adesina 
Afa/Dr é composto pela invasina e pelo produto estrutural da adesina (GARCIA et 
al., 1996).  
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Figura 3 – Organização genética de seis operons da família de adesinas Afa/Dr. Os operons afa1, 
afa3, afa7, afa8, dra e daa codificam as adesinas AfaE-I, AfaE-III, AfaE-VII, AfaE-VIII, DraE e F1845, 
respectivamente (SERVIN, 2005). 
 
2.2.2.1.2 AIDA-I 
A adesina AIDA-I foi identificada e caracterizada a partir da cepa 2787, sorotipo 
O126:H27, isolada de fezes de criança com diarreia (BENZ, SCHMIDT, 1989). Sua 
presença é limitada a um pequeno número de amostras de DAEC e sua expressão 
representa uma potencial causa de diarreia infantil (BENZ, SCHMIDT, 1989, 1992, 
1992b, 2001; JALLAT et al., 1993, 1994; GERMANI et al., 1996; WACHTER et al., 
1999; SCALETSKY et al., 2002; SHERLOCK et al., 2004; SERVIN, 2005).  
A expressão de AIDA-I ocorre através da produção de uma proteína precursora, 
mediado pelo gene plasmidial aidA, glicosilada por uma heptiltransferase (AAH), 
codificada pelo gene aah, que resulta na adesina AIDA-I madura (SUHR, BENZ, 
SCHMIDT, 1996; BENZ, SCHMIDT, 2001; LAARMANN, SCHMIDT, 2003; 
CHARBONNEAU, MOUREZ, 2008). A ausência da glicosilação de AIDA-I por AAH 
impede a ligação da adesina às células hospedeiras, sendo necessário ambos os 
genes, aida e aah, para a função da adesina (BENZ, SCHMIDT, 1992, 2001; 
LAARMANN, SCHMIDT, 2003). 
A AIDA-I, juntamente com o antígeno 43, pertence ao grupo de proteínas 
denominado self-associating autotransporters (SAAT) (CHARBONNEAU, 
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BERTHIAUME, MOUREZ, 2006), pois compartilham propriedades como: (i) auto-
associação, que possibilita a formação de agregados bacterianos; (ii) associação 
entre elas (AIDA-I e Agn43), com formação de agregados bacterianos mistos e; (iii) 
capacidade de formação de biofilme (KLEMM, VEJBORG, SHERLOCK, 2006; 
GIRARD et al., 2010).  
 
2.2.2.1.3 Outras adesinas 
As adesinas fimbriais como a fímbria tipo 1, P e S, consideradas fatores de 
virulência em isolados responsáveis por infecções do trato urinário (Quadro 1), foram 
também descritas em DAEC (LE BOUGUENEC, ARCHAMBAUD, LABIGNE, 1992; 
MARQUES et al., 1995; MULVEY et al., 1998; LOPES et al., 2005; GUIGNOT et al., 
2007). 
As fímbrias tipo 1 são expressas por uma ampla variedade de E. coli, patogênica e 
não patogênica, e até o momento são implicadas somente com a patogenicidade de 
UPEC (JONES et al., 1995; CONNELL et al., 1996; SOKURENKO et al., 1998; 
HASMAN, CHAKRABORTY, KLEMM, 1999; JOHNSON, STELL, 2000; SCHEMBRI, 
CHRISTIANSEAN, KLEMM, 2001; TARTOF et al., 2007; KARAN et al., 2012). A 
proteína FimH é codificada pelo operon fim, de localização cromossômica, e 
expressa na ponta do eixo fimbrilar da fímbria tipo 1. A FimH interage com 
receptores contendo moléculas de manose em células hospedeiras, com superfícies 
abióticas e ainda pode capacitar a formação de biofilme (KLEMM et al., 1985; 
KROGFELT, BERGMANS, KLEMM, 1990; JONES et al., 1995; SCHEMBRI, 
CHRISTIANSEAN, KLEMM, 2001; TARTOF et al., 2007; KISIELA et al., 2013).  
As fímbrias P e S são codificadas pelos genes pap e sfa, respectivamente, ambos 
de localização cromossômica (LUND et al., 1988; HACKER et al., 1993). Essas 
fímbrias são relacionadas com a colonização de UPEC em superfícies hospedeiras e 
também podem estar envolvidas com a formação de biofilme (LE BOUGUENEC, 
ARCHAMBAUD, LABGNE, 1992; ONG et al., 2008). 
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2.2.2.2 Toxinas e proteínas captadoras/receptor de ferro 
Genes que codificam toxinas e proteínas captadoras e receptoras de ferro, 
encontrados em outros patotipos de E. coli (Quadro 2), foram descritos também em 
DAEC e dentre estes estão as toxinas Pet, EAST1 e ShET1, e as proteínas 
captadoras de ferro IucA e Irp2, característicos de EAEC, e as toxinas Sat e α-
hemolisina, características de UPEC (Quadros 1 e 2)  (ESLAVA  et al., 1998; 
CZECZULIN et al., 1999; GUYER et al., 2000; TADDEI et al., 2003; LOPES et al., 
2005; HUANG et al., 2006, 2007). 
 
Quadro 2 – Toxinas e proteínas captadoras/receptora de ferro  
Grupo Gene Proteína  Função  Referência 
Toxinas 
pet PET 
Proteína autotransportadora, proteolítica, 
que possivelmente degrada espectrina em 
células intestinais e eritrócitos, e pode 
estar envolvida com a descamação de 
células epiteliais.  Pertence à família 
SPATE (Serine Protease Autotransporters 
of Enterobacteriace). 
Eslava et al., 1998; 
Henderson, Nataro, 
2001; Taddei et al., 
2003; Guignot et al., 
2007 
sat SAT 
Atividade citopática e proteolítica e pode 
induzir lesões nas tight junctions através 
da atuação conjunta com Pet. Pertence à 
família SPATE. 
Guyer et al., 2000; 
Guignot et al., 2007 
astA EAST1 
Induz alterações no transporte de íons, 
com aumento na resposta secretória pelas 
células hospedeiras. 
Savarino et al., 1991 
set1A ShET1 
Descrita inicialmente em Shigella flexneri, 
possui capacidade de induzir o acúmulo de 
líquidos. 
Fasano et al., 1995 
hlyA 
α-
Hemolisina 
Leva a formação de poros aquosos na 
célula-alvo, com perda dos conteúdos 
intracelulares. 
Elliot et al., 1998; 
Guinot et al., 2000 
Proteínas 
capatadoras/ 
receptora de 
ferro 
irp2 Irp2 
Biossintese da Yersiniabactina. Quelante 
de ferro. 
Czeczulin et al., 
1999 
iucA IucA 
Sintetase envolvido na síntese da 
aerobactina. Quelante de ferro. 
De Lorenzo, 
Neilands, 1986; 
Lopes et al., 2005 
chuA/shuA Chu 
Receptor heme que atua para obtença de 
ferro 
Torres, Payne, 1997 
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2.2.2.3 Invasão celular 
Invasão celular foi descrita para alguns isolados de DAEC Afa/Dr, por mecanismos  
não totalmente esclarecidos (JOUVE et al., 1997; PLANÇON et al., 2003; GUIGNOT 
et al., 2009). A invasão parece ocorrer em duas etapas, a primeira, envolvendo a 
ligação bacteriana às células hospedeiras, mediada por AfaE, e a segunda, a 
internalização, mediada por AfaD, principalmente na presença dos receptores da 
família Afa/Dr (JOUVE et al., 1997; GARCIA et al., 1996, 2000; GOUNON, JOUVE, 
LE BOUGUENEC, 2000; GUIGNOT et al. 2009).  
 
2.2.2.4 Formação de biofilme 
A formação de biofilme, comunidade bacteriana embebida em uma matriz 
polimérica, é um importante aspecto da capacidade patogênica bacteriana, tanto 
quando formado em superfícies bióticas, como no intestino e na bexiga, quanto em 
superfícies abióticas, como cateteres e próteses (COSTERTON, STEWART, 
GREENBERG, 1995; SOTO et al., 2007). Em sua formação, adesinas podem ser 
responsáveis pela aderência bacteriana a superfícies, seguido do desenvolvimento 
da arquitetura do biofilme e diferenciação de microcolônias dentro da matriz 
polissacarídica, que resulta no biofilme maduro (COSTERTON, STEWART, 
GREENBERG, 1999). O biofilme maduro pode liberar bactérias plantônicas, e essas 
podem rapidamente se multiplicar e se dispersar (COSTERTON, STEWART, 
GREENBERG, 1999) 
Bactérias capazes de formar biofilme normalmente são relacionadas com infecções 
persistentes, pois criam uma barreira contra a resposta do hospedeiro e contra a 
ação de antimicrobianos (SHEIKH et al., 2001). A formação de biofilme por DAEC foi 
descrita só recentemente e seu mecanismo ainda precisa ser elucidado (MANSAN-
ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). Genes de virulência que participam da 
formação de biofilme tem sido descritos para os patotipos EAEC e UPEC como os 
genes agn43 e fimH (JALLAT et al., 1995; PRATT, KOLTER, 1998; LOPES et al., 
2005; SERVIN et al., 2005; GIRARD et al., 2010). O antígeno 43, codificado pelo 
gene agn43, ainda não descrito em isolados de DAEC, foi associado com a 
formação de agregados bacterianos através da sua associação com AIDA-I; assim 
25 
 
como, AIDA-I expressas por E. coli K12 levam à autoagregação bacteriana  
(HENDERSON, NATARO, 2001; SCHEMBRI et al., 2003; SHERLOCK et al., 2004, 
2006; ULETT et al., 2007; MENDEZ-ARANCIBIA et al., 2008; ROWE, WITHERS, 
SWIFT, 2010).  
 
 
2.2.3 Patogênese  
O mecanismo através do qual se desenvolve a patogênese de DAEC e, 
principalmente, os fatores de virulência que podem caracterizar um isolado como 
patogênico ou não, ainda não está elucidado. Sabe-se que após alcançar o trato 
gastrointestinal, as bactérias aderem a moléculas receptoras no domínio apical da 
borda em escova no intestino delgado seguido por íntima adesão (KERNEIS et al., 
1991; GOLUSZKO et al., 1999; GUIGNOT et al., 2000; BERGER et al., 2004; 
SERVIN, 2005; CROXEN, FINLAY, 2010). Esta ligação pode promover rearranjo de 
F-actina, com alongamento e perda das microvilosidades e rompimento das tight 
junctions com consequente aumento de permeabilidade celular (Figura 4) (BERNET-
CAMARD et al., 1996; COOKSON, NATARO, 1996; PEIFFER, SERVIN, BERNET-
CAMARD, 1996, 1998; PEIFFER et al., 2000). A estrutura alongada da 
microvilosidade, único à DAEC, confere um aspecto de “bactéria embebida”, que a 
protege da resposta do hospedeiro e confere resistência à ação de antimicrobianos 
(YAMAMOTO et al., 1992, 1996; COOKSON, NATARO, 1996; JOUVE et al., 1997). 
A DAEC também pode desencadear respostas inflamatórias em células intestinais, 
que envolvem a liberação da citocina pró-inflamatória IL-8, seguida de migração 
transepitelial de leucócitos polimorfonucleares (PMNL) (Figura 4) (BETIS et al., 2003; 
SERVIN, 2005; ARIKAWA et al., 2005; MERAZ et al., 2007; SEMIRAMOTH et al., 
2010; MANSAN-ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). A migração de PMNL 
induz a produção de outras citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-1β), que levam o 
aumento na expressão de DAF e MICA (homólogo distante das moléculas do 
complexo de histocompatibilidade 1 – MHC-I), além de expressão anormal de DAF 
em domínio basolateral (TIENG et al., 2002; BETIS et al., 2004; MARIN-ESTEBAN 
et al., 2012). Após interação com DAEC, os PMNL que sofreram transmigração são 
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induzidos à apoptose, o que prolonga a persistência bacteriana no intestino (BREST 
et al., 2004). 
 
Figura 4 – Patogenicidade de DAEC Afa/Dr. Adesinas Afa/Dr interagem com DAF em células 
hospedeiras. Ocorre mobilização ativa de DAF ao redor da ligação bacteriana mediando forte ligação 
e mobilização de IL-8, que induz transmigração de PMNL. A transmigração de PMNL estimula a 
superexpressão de DAF e síntese de TNFα e IL-1β. Pili tipo 1 induz liberação de IL-8 de PMNL e 
apoptose. Sat induz rearranjamento das TJ e aumento da permeabilidade paracelular (CLEMENTS, 
et al., 2012).  
 
 
Pesquisas recentes tem apontado uma possível relação entre DAEC Afa/Dr e 
doenças inflamatórias crônicas do intestino (CANE et al., 2007, 2010; 
SEMIRAMOTH et al., 2010; MARIN-ESTEBAN et al., 2012). Cane et al. (2010) 
descreveram que, além da indução de citocinas pró-inflamatórias, DAEC Afa/Dr 
pode induzir a expressão de genes pró-inflamatórios e pró-angiogênicos em células 
hospedeiras, e assim contribuir com a gênese de processos inflamatórios e 
cancerosos do intestino. Em processos inflamatórios do intestino, como nas colites 
ulcerativas e doenças autoimunes, moléculas DAF são expressas de maneira 
exacerbadas e podem resultar em alterações na atividade do complemento nos 
enterócitos (UESU et al., 1995; INABA et al., 1998; BERSTAD, BRANDTZAEG, 
1998). Grimm et al. (1996) relatam que esse fenômeno é um mecanismo da doença 
do intestino inflamado (IBD) e, nesse contexto, isolados DAEC Afa/Dr podem ter 
alguma importância no desenvolvimento da doença. Outros receptores para 
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adesinas Afa/Dr, como CEA e CEACAM6, também são encontrados 
superexpressados em situações de inflamação, como no caso de doenças 
inflamatórias do cólon e em estágios precoces de câncer de cólon (GRUNERT et al., 
1995). Moléculas MICA, expressas no epitélio intestinal normal, aparecem 
exacerbadas em casos de infecção por DAEC Afa/Dr e em pacientes com Doença 
de Crohn (GLAS et al., 2001; TIENG et al., 2002).  
 
 
2.2.4 Resistência a antimicrobianos 
A ampla disseminação de resistência bacteriana a antimicrobianos entre as 
enterobactérias requer o conhecimento do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos 
tanto de isolados que causam doenças gastrointestinais, que podem demandar 
tratamento específico, quanto para isolados comensais, pois podem representar um 
importante reservatório para genes de resistência (BAILEY et al., 2010). Apesar de 
ser conhecido o potencial de transferência de genes de resistência antimicrobiana 
juntamente com o fenótipo DA, poucos estudos descrevem o perfil de suscetibilidade 
a antimicrobianos em DAEC (LOPES et al., 2005; OCHOA et al., 2009).  
 
 
2.2.5 Identificação laboratorial 
A identificação de DAEC se dá através da ausência de marcadores típicos de outros 
patotipos de E. coli e do padrão DA em cultura de células (Figura 2) (SCALETSKY et 
al., 2002b; KYAW et al., 2003; MERAZ et al., 2007). O padrão DA em cultura de 
células HeLa ou HEp-2 é considerado o teste padrão-ouro de identificação, contudo 
trata-se de um método laborioso, realizado somente em laboratórios de pesquisa 
(SCALETSKY, SILVA, TRABULSI, 1984; NATARO et al., 1985). Como alguns 
isolados podem apresentar o padrão DA e marcadores característicos de outros 
patotipos, o ensaio em cultura de células não pode ser considerado sozinho para 
identificação da DAEC (JALLAT et al., 1993; KYAW et al., 2003; MERAZ et al., 
2007). 
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Ensaios de hibridização, PCR e PCR em tempo real foram desenvolvidos baseados 
na detecção de sequências conservadas entre os operons que codificam as 
adesinas Afa/Dr (GUION et al., 2008; GOMEZ-DUARTE et al., 2010; SOUZA 2013). 
São amplamente utilizados em estudos epidemiológicos para identificação de DAEC, 
apesar de identificarem somente amostras que portam tal família de adesinas 
(JALLAT et al., 1994; OKEKE et al, 2000; LE BOUGUENEC et al., 2001; 
SCALETSKY et al., 2002b; KAPER et al., 2004; SPANO et al., 2008).  
Ensaio fenotípico, como o DAF clustering assay (DCA), foi desenvolvido para 
identificar amostras positivas para adesinas Afa/Dr, contudo, assim como os testes 
de biologia molecular, é limitado para detecção de DAEC visto não ser um marcador 
comum para todos os isolados de DAEC (GOLUSZKO et al., 2001; KYAW et al, 
2002; SERVIN, 2005). 
 
 
2.2.6 Epidemiologia 
A relação da DAEC com a diarreia infantil ainda não está claramente estabelecida, 
visto que os estudos apresentam resultados discordantes (GIRON et al., 1991; 
OKEKE et al., 2000; SCALETSKY et al., 2002; SPANO et al., 2008; OCHOA et al., 
2009; OPINTAN et al., 2010; MANSAN-ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). 
Assim como a EAEC, a DAEC, frequentemente isolada de crianças, também foi 
descrita relacionada com diarreia em adultos (JALLAT et al., 1993; OPINTAN et al., 
2010; MANSAN-ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). De igual importância são 
os estudos casos-controles que não relacionam DAEC com a diarreia infantil 
(CRAVIOTO et al., 1991; ECHEVERIA et al., 1992; LEVINE et al., 1993; ALBERT et 
al., 1995; KANG, MATHAN, MATHAN, 1995; POITRINEAU et al., 1995; FORESTIER 
et al., 1996; FORESTIER et al., 1996; ROSA et al., 1998; GOMES et al., 1998; 
ALBERT et al., 1999; OKEKE et al., 2000; SCALETSKY et al., 2002c; MERAZ et al., 
2008; MANSAN-ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013).  
Esses resultados divergentes podem ser devido à heterogeneidade entre os 
isolados, ao método de diagnóstico e ao fato da associação da DAEC com diarreia 
ser dependente da idade (GIRON et al., 1991; ECHEVERRIA et al.,1992; LEVINE et 
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al., 1993; JALLAT et al., 1993; GUNZBURG et al., 1993; POITRINEAU et al., 1995; 
SCALETSKY et al., 2002; SPANO et al., 2008). 
Considerando a heterogeneidade inerente ao patotipo, a pesquisa por marcadores 
de virulência poderia evidenciar cepas com características patogênicas diferentes, 
que levariam a diversas consequências no hospedeiro, como evidenciado para as 
adesinas Afa/Dr, relacionadas em alguns estudos com isolados de diarreia infantil 
(LEVINE et al., 1993; GERMANI et al., 1996; OCHOA et al., 2009). 
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3 OBJETIVO 
3.1 OBJETIVO GERAL 
Caracterizar genotipica e fenotipicamente e determinar o perfil de susceptibilidade a 
antimicrobianos de amostras de Escherichia coli de aderência difusa, portadoras e 
não portadoras de adesinas Afa/Dr, isoladas de crianças com e sem diarreia, 
residentes em comunidades Quilombolas e da periferia urbana do norte do Espírito 
Santo. 
 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Evidenciar genes que codificam adesinas, toxinas, proteínas 
captadoras de ferro, invasina e de agregação bacteriana por PCR; 
 Analisar repertório de genes encontrados entre os isolados de DAEC 
de crianças com e sem diarreia; 
 Relacionar os genes encontrados nas DAEC com os característicos de 
EAEC e UPEC; 
 Classificar as amostras de DAEC como Afa/Dr e não Afa/Dr através de 
PCR e hibridização de colônias; 
 Analisar a capacidade de formação de biofilme em superfície abiótica; 
 Relacionar formação de biofilme com repertório de genes; 
 Descrever o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos; 
 Determinar sorogrupos; 
 Analisar todos os aspectos fenotípicos e genotipicos entre as amostras 
de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr. 
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4 METODOLOGIA 
4.1 AMOSTRAS 
Foram analisadas 70 amostras de DAEC, isoladas de 70 crianças com até 11 anos 
de idade, sendo 23 destas com e 47 sem diarreia (LOZER et al., 2013; SOUZA et 
al., 2013). Destas crianças, 48 residem em comunidades Quilombolas do norte do 
Espírito Santo, e 22 na periferia urbana dos municípios de São Mateus e Conceição 
da Barra. As comunidades quilombolas são semi-isoladas e caracterizadas por baixo 
índice de saneamento básico e acesso restrito ao sistema de saúde. 
As amostras de DAEC foram identificadas previamente por ensaio de aderência em 
cultura de células HEp-2 através da observação do padrão DA, de hibridização de 
colônias com sonda radioativa 32P para região afaBC e pela ausência de marcadores 
de outros patotipos (LOZER et al., 2013; SOUZA et al., 2013), e estocadas em ágar 
nutriente inclinado a 8ºC e em suspensão de sacarose 24% a -20ºC. A recuperação 
dos estoques se deu através de repique em ágar MacConckey, para análise da 
pureza do isolado, e em ágar nutriente ou em caldo BHI, para serem submetidas a 
testes genotípicos (pesquisa de genes de virulência por PCR) e fenotípicos 
(produção de biofilme e susceptibilidade a antimicrobianos). 
 
 
4.2 TESTES GENOTÍPICOS 
PCR foi realizada para a pesquisa de genes de virulência nas amostras de DAEC, 
conforme descrito a seguir. 
 
4.2.1 Extração do DNA bacteriano 
DNA bacteriano foi extraído por lise térmica, conforme descrito por Aranda et al. 
(2004). Suspensão de duas colônias bacterianas em 100 μL de água Mili-Q® foi 
aquecida a 100ºC por cinco minutos e centrifugada a 10.000 X g por um minuto. O 
sobrenadante contendo o DNA bacteriano foi aliquotado e armazenado à -20ºC para 
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posterior ensaio de PCR. Cada microtubo, contendo a suspensão de DNA, foi 
descongelado no máximo por quatro vezes. 
 
4.2.2 Reação em cadeia pela polimerase (PCR) 
Foram pesquisados 18 genes característicos de amostras de DAEC, EAEC ou 
UPEC (Quadro 1) por PCR multiplex e monoplex, que codificam para oito adesinas, 
cinco toxinas, três proteínas captadoras/receptora de ferro, invasina e ang43 
(Quadros 3 e 4). As cepas utilizadas como controle positivo (CP) estão listadas no 
Quadro 5. 
Para a reação, um volume de 2 μL do DNA extraído foi adicionado a misturas de 
reações contendo em 25 μL de volume final: 1,5 mM de MgCl2; tampão de reação 
1X (20 mM Tris-HCl, pH 8,4, 50 mM KCl); 0,2 mM de cada dNTP; 0,4 μM de cada 
primer; 0,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen® -Life Technologies, 
Carlsbad, CA, USA). Somente o primer para astA foi utilizado em concentração de 
0,16 μM. Para pesquisa de aida/ahh, aggA, aafA, agg3A e de hlyA foi utilizado pool 
de DNA de cinco amostras na PCR. Para pesquisa do gene daaD, foi desenhado um 
par de primer (Quadro 3), com auxílio do programa Oligo Analyser Clustal, a partir da 
sequência do gene daaD, presente no operon daa da cepa C1845. A sequência 
forward e reverse do primer hibridiza na posição 5-26 nt e 228-249 nt do gene daaD, 
respectivamente, e gera um fragmento de 245 pb. A temperatura de hibridização foi 
calculada em termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems). Em todas 
as reações foram utilizadas controles positivos (Quadro 5) e controles negativos 
constituídos por mix adicionado de água. Todas as PCR foram realizadas em 
termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems), seguindo programas 
descritos nos Quadros 3 (PCR monoplex) e 4 (PCR multiplex). Os fragmentos 
obtidos foram observados em sistema de visualização e processamento de imagens 
MiniBispProTM (Bio América Inc.) após eletroforese em gel de agarose (Pronadisa) 
1,5% corado com brometo de etídio 0,5 mg/mL (Amresco). 
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Quadro 3 – Programas de amplificação usados nas PCR monoplex com respectivas 
sequências de iniciadores e fragmentos obtidos  
Primer Sequencia (5'→3') Tamanho 
Condições 
Amplificação 
Referênci
a 
hlyA 
CTC ATT GGC CTC ACC GAA CGG 
GCT GGC AGC TGT GTC CAC GAG  
299 pb 
1x (95ºC/5min); 35x 
(94ºC/30seg, 
57ºC/30seg,72ºC/1min); 
1x (72ºC/7min) 
Guignot et 
al, 2000 
sat 
ACT GGC GGA CTC ATG CTG T 
AAC CCT GTA AGA AGA CTG AGC 
387 pb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/25seg, 
64ºC/1min,72ºC/2,5min); 
1x (72ºC/7min) 
Ruiz et al, 
2002 
fimH 
TCGAGAACGGATAAGCCGTGG 
GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 
506 pb 
1x (95ºC/5min); 33x 
(94ºC/30seg, 
58ºC/30seg,72ºC/1min); 
1x (72ºC/7min) 
Johnson, 
Stell, 2000 
aggA 
TTA GTC TTC TAT CTA GGG 
AAA TTA ATT CCG GCA TGG 
450 pb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/1min, 
46ºC/1min,72ºC/1min); 
1x (72ºC/7min) 
Czeczulin 
et al, 1999 
aafA 
ATG TAT TTT TAG AGG TTG AC 
TAT TAT ATT GTC ACA AGC TC 
518 pb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/1min, 
50ºC/1min,72ºC/1min); 
1x (72ºC/7min) 
Czeczulin 
et al, 1999 
agg3A 
GTA TCA TTG CGA GTC TGG TAT TCA G 
GGG CTG TTA TAG AGT AAC TTC CAG  
462 pb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/1min, 
65ºC/1min,72ºC/1min); 
1x (72ºC/7min) 
Bernier et 
al, 2002 
afaC 
CGGCTTTTCTGCTGAACTGGCAGGC 
CCGTCAGCCCCCACGGCAGACC 
672 pb 
1x (95ºC/5min); 25x 
(94ºC/1min, 
70ºC/1min,72ºC/2min); 
1x (72ºC/7min) 
Le 
Bouguéne
c et al, 
2001 
daaD 
ACGGGAGTATAAGGAAGATGAT 
ATCCTTACTCTGCACCACATAG     
245 pb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/1min, 
56ºC/1min,72ºC/1min); 
1x (72ºC/7min) 
Este 
estudo 
aida/ 
aah 
CTCTGGTGCCCTGTACACAAAGGTAC 
GTCCTCTGGCTAACTCTGAGGCCA 
204 pb 
1x (95ºC/5min); 40x 
(94ºC/15seg, 
55ºC/20seg,72ºC/30seg)
; 1x (72ºC/7min) 
Berthiaum
e et al, 
2010 
irp2 
AAG GAT TCG CTG TTA CCG GAC 
TCG TCG GGC AGC GTT TCT TCT  
264 pb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/1min, 
55ºC/1min,72ºC/1min); 
1x (72ºC/7min) 
Czeczulin 
et al, 1999 
agn43 
ACG CAC AAC CAT CAA TAA AA 
CCG CCT CCG ATA CTG AAT GC 
600 pb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/1min, 
55ºC/1min,72ºC/1min); 
1x (72ºC/7min) 
Mendez-
Arancibia 
et al, 2008 
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Quadro 4 – Programas de amplificação usados nas PCR multiplex com respectivas 
sequências de iniciadores e fragmentos obtidos 
Primer Sequencia (5'→3') Tamanho 
Condições 
Amplificação 
Referência 
pet 
GAC CAT GAC CTA TAC CGA CAG C 
CCG ATT TCT CAA ACT CAA GAC C 
600 pb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/1min, 55ºC/1min, 
72ºC/1min); 1x 
(72ºC/7min) 
Huang et 
al., 2007; 
Mariane V. 
Monfardine, 
2012 
astA 
CCA TCA ACA CAG TAT ATC CGA 
GGT CGC GAG TGA CGG CTT TGT 
111 pb 
set1A 
TCA CGC TAC CAT CAA AGA 
TAT CCC CCT TTG GTG GTA 
309 pb 
papC 
GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC C 
ATA TCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A 
328 pb 1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/2min, 65ºC/1min, 
72ºC/2min); 1x 
(72ºC/7min) 
Le 
Bouguenec 
et al, 1992 
Sfa 
CTC CGG AGA ACT GGG TGC ATC TTA C 
CGG AGG AGT AAT TAC AAA CCT GGC A 
410 pb 
iucA 
ATG CTG CAT CTT AAC CTT CA 
CTC GTT ATG ATC GTT CAG AT  
1.1 kb 
1x (95ºC/5min); 30x 
(94ºC/30seg, 
52ºC/30seg, 
72ºC/1,5min); 1x 
(72ºC/7min) 
Okeke et 
al, 2004 
chuA/ 
shuA 
ATC TGC TGC GTC ATG TTC CT 
GTA GTG GTC ATA CCT TTG AGC 
1.7 kb 
 
 
Quadro 5 – Controles positivos utilizados nas PCR 
CP Genes 
EAEC042 pet; astA; set1A; agn43; aafA 
C1845 afaC; daaD 
E. coli J96 papC; sfa 
RN785-1 agg3A; irp2 
Cepa LabGIn fimH; hlyA 
MA245-5 sat; iucA 
EAEC 17-2 aggA 
E. coli 2787 aida/aah 
EDL933 chuA/shuA 
 
 
 
35 
 
4.3 TESTES FENOTÍPICOS 
4.3.1 Formação de biofilme em superfície abiótica 
O ensaio de formação de biofilme em superfície abiótica foi realizado nas amostras 
de DAEC conforme descrito previamente por Sheikh et al. (2001) para amostras de 
EAEC e descrito a seguir. Amostras crescidas em ágar MacConkey foram semeadas 
em 2 mL de caldo Luria Bertani (LB) e incubadas à 37ºC por 16 a 18 horas sem 
agitação. A suspensão bacteriana foi ajustada à concentração de 1,5x108 UFC/mL 
com auxilio de escala 0,5 de McFarland e 2 μL foram adicionados em poços de 
placas de poliestireno de fundo chato (96 poços), seguido pela adição de 200 μL de 
Meio Mínimo Essencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado 
com 0,4% de glicose. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas e os poços 
então lavados por quatro vezes com 200 μL de PBS (phosphate buffer saline) 0,2 M 
pH 7,2, para remoção das células livres. Após secagem das placas à TA, as células 
bacterianas e biofilme foram fixados com 200 μL de etanol 75% por 10 minutos, e 
novamente secos à TA, seguido por coloração com 200 μL de safranina 0,1% por 15 
minutos. Após lavagem por quatro vezes com água destilada e secagem da placa à 
TA, o corante foi solubilizado com 100 μL de etanol a 97% em éter (v/v) e o volume 
do poço completado com 100 μL de PBS 0,2M pH 7,2. 
Em cada placa, as amostras foram testadas em triplicata, incluindo a cepa de DAEC 
C1845, a cepa EAEC042 (controle positivo), DH5α (controle negativo) e o controle 
branco (salina). Cada ensaio foi repetido por pelo menos duas vezes. A formação de 
biofilme foi detectada pela leitura da densidade óptica (DO) no comprimento de onda 
de 490 nm em leitor de ELISA Thermoplate TP READER®. A média (X) dos três 
valores de DO de cada amostra foi calculada, e valores de DO que divergiam em 
mais de 20% da média foram desconsiderados. Em cada placa foram calculados a 
média de DO (XCN) e o desvio padrão (DP) dos controles negativos, e as amostras 
que obtiveram X menor e maior que XCN + 3.DP foram consideradas não formadoras 
e formadoras de biofilme, respectivamente (STEPANOVIC et al., 2007). 
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4.3.2 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos 
O teste de suscetibilidade a antimicrobianos (TSA) foi realizado pelo método de 
difusão de disco (Kirby-Bauer), de acordo com o Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) 2012, frente a 13 antimicrobianos (ampicilina, ampicilina/sulbactam, 
amoxicilina/ácido clavulânico, ceftriaxona, cefepima, cefoxitina, aztreonam, 
imipenem, cirpofloxacina, amicacina, cloranfenicol, sulfametoxazol/trimetoprim e 
tetraciclina), conforme brevemente descrito a seguir. Suspensões bacterianas em 
concentração 1,5x108UFC/mL, conforme escala 0,5 de McFarland, foram semeadas 
em ágar Mueller-Hinton com auxílio de um swab estéril, em três direções, e as 
placas foram incubadas a 35ºC, entre 16 e 18 horas. O diâmetro do halo de inibição 
foi medido com auxílio de luz transmitida e as bactérias classificadas como 
sensíveis, intermediárias ou resistentes, conforme CLSI (2012). Amostras foram 
classificadas como multidroga-resistantes (MDR), conforme proposto por Magiorakos 
et al. (2012), quando apresentavam perfil de resistência ou intermediário a pelo 
menos um antimicrobiano de três classes distintas. 
 
 
4.3.3 Sorologia 
O ensaio de sorologia foi realizado em 50% (35/70) das amostras de DAEC, com 23 
antissoros monovalentes para os seguintes antígenos: O26, O28, O29, O55, O86, 
O111, O112, O114, O119, O124, O125, O126, O127, O128, O136, O142, O143, 
O144, O152, O157, O158, O164, O167 conforme instruções do fabricante (Probac 
do Brasil®). 
 
 
4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os dados obtidos foram inseridos no programa SPSS (Statistical Package for the 
Social Sciences) versão 17.0. A análise estatística foi realizada usando o teste de 
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probabilidade exato de Fisher e Qui quadrado. Valores de p<0,05 foram 
considerados significantes (intervalo de confiança de 95%). 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA  
5.1.1 Descrição dos genes pesquisados entre os isolados de DAEC 
As frequências dos genes pesquisados nas amostras de DAEC entre os isolados de 
crianças com e sem diarreia podem ser observadas na Tabela 1.  
Dentre eles, alguns são característicos dos patotipos EAEC e/ou UPEC, sendo 
observado: (i) genes fimH (92,9%), papC (8,6%) e sfa (2,9%), que codificam adesinas 
de UPEC; (ii) ausência de genes que codificam adesinas de EAEC (aggA, aafA e 
agg3A); (iii) genes sat (28,6%) e hly (5,7%), que codificam toxinas de UPEC; (iv) 
genes pet (35,7%), astA (14,3%) e set1A (4,3%), que codificam toxinas de EAEC e; 
(v) agn43 (57,1%), que codifica proteína agregativa, característico de EAEC e UPEC 
(Tabela 1). 
Os genes foram reunidos conforme a função do produto codificado, em três grupos: 
(i) adesinas (exceto fimH), (ii) toxinas e (iii) proteínas captadoras/receptor de ferro 
(Tabela 2). Considerando a presença de pelo menos um gene de cada grupo entre 
os isolados de crianças com e sem diarreia, nenhum foi estatisticamente associado 
aos isolados de crianças com diarreia (p>0,05) (Tabela 2). 
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Tabela 1 – Frequência dos genes pesquisados nas 70 amostras de DAEC 
Produto 
codificado 
pelo grupo de 
genes 
Genes 
Diarréia* 
N=23 
n (%) 
Controle* 
N=47 
n (%) 
Total 
n (%) 
Adesinas 
fimH 22 (95,7) 43 (91,5) 65 (92,9) 
afaC 11 (47,8) 23 (48,9) 34 (48,6) 
papC 3 (13) 3 (6,4) 6 (8,6) 
sfa 1 (4,3) 1 (2,1) 2 (2,9) 
aida/aah 1 (4,3) 0 1 (1,4) 
aggA/ aafA/ agg3A 0 0 0 
Toxinas 
pet 7 (30,4) 18 (38,3) 25 (35,7) 
sat 7 (30,4) 13 (27,7) 20 (28,6) 
astA 4 (17,4) 6 (12,8) 10 (14,3) 
hlyA 2 (8,7) 2 (4,3) 4 (5,7) 
set1A 0 3 (6,4) 3 (4,3) 
Proteínas 
captadoras/re
ceptor Fe 
irp2 16 (69,6) 35 (74,5) 51 (72,9) 
iucA 13 (56,5) 24 (51,1) 37 (52,9) 
chuA/shuA 12 (52,2) 24 (51,1) 36 (51,4) 
Outros 
daaD 11 (47,8) 23 (48,9) 34 (48,6) 
agn43 12 (52,2) 28 (59,6) 40 (57,1) 
* p>0,05 
 
Tabela 2 – Amostras positivas para pelo menos um gene de cada grupo de gene, 
isoladas de crianças com e sem diarreia 
Grupo de genes 
Amostras* 
Diarreia  
N=23 
n (%) 
Sem diarreia  
N=47 
n (%) 
Total  
N=70 
n (%) 
Adesinas 15 (65,2) 26 (55,3)  41 (58,6) 
Toxinas 13 (56,5) 23 (48,9) 36 (51,4) 
Proteínas 
captadoras/receptor Fe 
18 (78,3) 38 (80,9) 56 (80) 
*p>0,05 
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As amostras de DAEC apresentaram variadas combinações para os genes 
pesquisados, com destaque para 12 amostras positivas para dez genes e com 
mesmo perfil genotípico (Quadro 6).  
Quadro 6 - Repertório de genes de virulência nas amostras de DAEC (n=70) 
Qdade 
amostras 
fi
m
H
 
a
fa
 
p
a
p
C
 
sf
a
 
a
id
A
/a
a
h
 
p
et
 
a
st
A
 
se
t1
A
 
sa
t 
h
ly
A
 
ir
p
2
 
iu
cA
 
ch
u
A
/s
h
u
A
 
d
a
a
D
 
a
g
n
4
3
 
S
o
ro
lo
g
ia
* 
8                               O125; O?; NT (6)  
2                               O?; NT 
2                               O124; O? 
2                               O128; O? 
2                               O119; O? 
1                               O? 
3                               O29; O?; NT 
2                               O?; NT 
1                               O125 
1                               NT 
1                               NT 
1                               NT 
1                               NT 
1                               O? 
2                               O127 (2) 
1                               O125 
2                               NT (2) 
1                               O? 
1                               NT 
4                               O86; O? ; NT (2)  
1                               NT 
1                               NT 
1                               NT 
1                               O? 
8                               O86; O? ; NT (6)  
1                               NT 
2                               O?; NT  
1                               NT 
1                               NT 
12                               O86 (5); O? (5) ; NT (2) 
1 
 
  
   
    
 
  
 
  
 
 
  
NT 
1                               NT 
*NT= não testado 
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5.1.2 Caracterização de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr 
Considerando as amostras que foram positivas por PCR para gene afaC e/ou por 
hibridização de colônias com sonda afaBC previamente realizado (Figura 8), 50% 
(35/70) das amostras foram classificadas como DAEC Afa/Dr. Dentre as amostras 
positivas para afaC (n=34, Tabela 1), 30 foram positivas através de ensaio de 
hibridização de colônia com sonda afaBC (LOZER et al., 2013; SOUZA et al., 2013) 
(Figura 8).  
 
Figura 8 - Relação dos resultados entre sonda afaBC e PCR afa/daaD. 
 
O gene daaD detectou todas as mesmas amostras de DAEC Afa/Dr que foram  
positivas para o gene afa (n=34). Produtos de amplificação do gene daaD, cujo 
primer foi desenhado para este estudo, pode ser visualizado na Figura 5.  
 
 
Figura 5 – Gel de agarose com fragmentos de DNA amplificados do gene daaD (estabelecido neste 
estudo) e corado com brometo de etídio. Linha 1: padrão de pedo molecular de 100 pb; linhas 2, 4, 5 
e 6: amostras positivas (245 pb); linha 3: amostra negativa; linha 7: controle negativo. 
Sonda 
afaBC 
30 
PCR afa 
4 1 
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A distribuição dos genes pesquisados entre os isolados de DAEC revelou que pet, 
sat, ipr2, iucA, chuA/shuA e agn43 foram significantes nas amostras de DAEC 
Afa/Dr (p≤0,004) (Tabela 3).  
Considerando o número total de genes por amostra, 71,4% das DAEC Afa/Dr foram 
positivas para sete ou mais genes e nenhuma apresentou menos de quatro genes, 
enquanto que 68,6% das amostras de DAEC não Afa/Dr foi positiva para até três 
genes (Tabela 4).  
 
Tabela 3 – Distribuição dos genes em amostras de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr 
Função de genes Genes 
DAEC Afa/Dr* 
Valor 
de p Sim 
n (%) 
Não 
n (%) 
Adesinas 
fimH 30 (85,7) 35 (100) >0,05 
papC 0 6 (17,1) ND 
sfa 0 2 (5,7) ND 
aidA/aah 0 1 (2,9) ND 
aggA/aafA/agg3A 0 0 ND 
Toxinas 
pet 18 (51,4) 7 (20) 0,006 
sat 17 (48,6) 3 (8,6) 0,000 
astA 2 (5,7) 8 (22,9) ND 
hlyA 1 (2,9) 3 (8,6) ND 
set1A 2 (5,7) 1 (2,9) ND 
Proteínas 
captadoras/receptor 
Fe 
irp2 35 (100) 16 (45,7) 0,000 
iucA 29 (82,9) 8 (22,9) 0,000 
chuA/shuA 24 (68,6) 12 (34,3) 0,004 
Outros 
daaD 23 (100) 0 ND 
ang43 33 (94,3) 7 (20) 0,000 
*DAEC Afa/Dr (n=35) e não Afa/Dr (n=35)  
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Tabela 4 – Número total de genes positivos encontrados por amostra nas DAEC 
Afa/Dr e DAEC não Afa/Dr. 
Total de 
genes por 
amostra 
DAEC Afa/Dr 
N=35 
n (%) 
DAEC não 
Afa/Dr 
N=35 
n (%) 
1 a 3 0 24 (68,6) 
4 a 6 10 (28,6) 9 (25,7) 
>7 25 (71,4) 2 (5,7) 
 
 
As amostras de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr apresentarm 13 e 19 perfis genotípicos 
distintos (Quadros 7 e 8). Todas as 12 amostras de DAEC que apresentaram o 
mesmo repertório de genes corresponderam à DAEC Afa/Dr (Quadro 7).  
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Quadro 7 – Repertório de genes das DAEC Afa/Dr                Quadro 8 – Repertório de genes das DAEC não Afa/Dr                                                
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5.2 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA 
 
5.2.1 Formação de biofilme em superfície abiótica 
O ensaio de biofilme revelou 44,3% (31/70) e 55,7% (39/70) do total das amostras 
de DAEC como formadoras e não formadoras de biofilme, respectivamente (Figura 
6). Das 31 amostras formadoras de biofilme, 15 e 16 foram DAEC Afa/Dr e não 
Afa/Dr, respectivamente. A relação entre a presença de genes previamente descritos 
como relacionados com formação de biofilme (aida/aah, fimH, papC, sfa e agn43) ou 
possivelmente relacionado (afa) não foi significante (p>0,05) (Tabela 5).  
 
 
 
 
Figura 6 – Microplaca de poliestireno para ensaio de formação de biofilme mostrando diferentes 
intensidades de cor entre amostras aplicadas em triplicata. Os controles positivos 
(EAEC042/DAEC1845) e negativo (DH5α) e branco (sem amostra) foram aplicados nos poços na 
linha A; os demais poços receberam as amostras de DAEC. 
 
 
 
 
 
DAEC1845 EAEC042 DH5α Branco 
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Tabela 5 – Relação entre a produção de biofilme e a presença de genes associados 
com aderência bacteriana. 
Genes de 
aderência 
Biofilme* 
Produtor 
N=31 
n (%) 
Não 
Produtor 
N=39 
n (%) 
agn43 21 (67,4) 19 (48,7) 
aida/aah 0 1 (2,6) 
fimH 29 (93,5) 36 (92,3) 
afa 15 (48,4) 19 (48,7) 
papC 3 (9,7) 3 (7,7) 
sfa 2 (6,5) 0 
 *p>0,05 para todos os genes 
 
5.2.2 Determinação de sorogrupos 
Dos 23 sorogrupos pesquisados nas 35 amostras de DAEC, foram observados: um 
O29, dois O125, dois O127, sete O86 e 11 não determinados (Quadro 6). 
 
5.2.3 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos 
As amostras foram classificadas como resistentes, intermediárias ou sensíveis para 
cada um dos 13 antimicrobianos testados, de acordo com CLSI 2012 (Gráfico 1). Um 
total de 31,4% (22/70) foi sensível a todas as drogas, enquanto que 68,6% (48/70) 
foram resistentes ou intermediárias (R/I) a pelo menos uma das drogas testadas. 
Maior frequência de resistência foi encontrada para ampicilina (55,7%), seguida de 
sulfametoxazol/trimetoprim (35,7%) e de tetraciclina (28,6%).  
As amostras S e R/I (a pelo menos uma droga) foram encontradas entre as DAEC 
Afa/Dr e não Afa/Dr em 5,7% (2/35) e 94,3% (33/35) e em 57,1% (20/35) e 42,9% 
(15/35), respectivamente. As frequência de R/I e S para as amostras de DAEC 
Afa/Dr estão apresentadas na Tabela 6. As amostras de DAEC Afa/Dr apresentaram 
maiores frequências de R/I para todos antimicrobianos, quando comparado com as 
amostras de DAEC não Afa/Dr, exceto para imipenem. R/I para amoxicilina/ác. 
47 
 
clavulânico (p=0,002), ampicilina (p=0,000) e sulfametoxazol/trimetoprim (p=0,000) 
foi significante nas amostras de DAEC Afa/Dr.  
Foram classificadas como multidroga-resistentes (MDR), conforme critérios 
estabelecidos por Magiorakos et al. (2012), 62,9% (22/35) e 5,7% (2/35) das 
amostras de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr, respectivamente (p=0,000). 
 
 
Gráfico 1 – Resultado do teste de susceptibilidade a antimicrobianos pelo método 
de difusão do disco para as 70 amostras de DAEC. 
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Tabela 6 – Frequência de R/I em amostras de DAEC Afa/Dr (n=35) e não 
Afa/Dr (n=35) 
Antimicrobianos 
DAEC Afa/Dr 
Valor de p 
Sim Não 
Ampicilina 31 (88,6) 8 (22,9) 
0,000 
Ampicilina/sulbactam 8 (22,8) 3 (8,6) 
>0,05 
Amoxicilina/ác. clavulânico 13 (37,1) 1 (2,9) 
0,002 
Cefoxitina 0 3 (8,6) 
ND 
Ceftriaxona 0 0 
ND 
Cefepima 0 0 
ND 
Imipenem 3 (8,6) 3 (8,6) 
ND 
Aztreonam 1 (2,9) 0 
ND 
Ciprofoxacino 0 0 
ND 
Amicacina 0 0 
ND 
Cloranfenicol 6 (17,1) 1 (2,9) 
ND 
Sulfametoxazol/trimetoprim 21 (60) 5 (14,3) 
0,000 
Tetraciclina 13 (37,1) 7 (20) 
>0,05 
ND: Não determinado. 
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6 DISCUSSÃO 
Neste estudo foram analisados 70 isolados de DAEC através de métodos 
genotípicos e fenotípicos cujos resultados serão discutidos no contexto do total 
das amostras assim como, entre aquelas que foram classificadas como DAEC 
Afa/Dr e não Afa/Dr. 
 
6.1 CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA 
6.1.1 Do total de amostras de DAEC 
Nas amostras de DAEC foram pesquisados 18 genes possíveis de atuarem 
como fatores de virulência. Dentre esses genes, oito codificam adesinas, cinco 
codificam toxinas, três codificam proteínas captadoras/receptora de ferro, um a 
invasina e um, a proteína de agregação bacteriana (Tabela 1). 
Dentre os genes que codificam adesinas, o gene fimH foi o mais prevalente. De 
acordo com nosso conhecimento, há apenas uma descrição de fimH em DAEC 
e esta, em amostras brasileira (LOPES et al, 2005), que apresentou frequência 
bem menor (48%) do que a apresentada pelo presente estudo. Por outro lado, 
o gene afaC, que identifica amostras portadoras de operons das adesinas 
Afa/Dr, foi encontrado em frequência similar à de outros estudos, seja por PCR 
ou por sonda, que demonstraram frequências que variam entre 15 e 60% 
(GIRON et al., 1991; JALLAT et al., 1993, 1994; POITRINEAU et al., 1995; 
GERMANI et al., 1996; FORESTIER et al., 1996; GOMES et al., 1998; 
SCALETSKY et al., 2002a, 2002b; LOPES et al., 2005; MERAZ et al., 2007). 
As adesinas Afa/Dr são descritas como fatores de virulência e são 
frequentemente encontradas em amostras de E. coli isoladas de crianças 
(GERMANI et al., 1996; SERVIN, 2005). 
Os genes que codificam as fímbria P e S, papC e sfa, respectivamente, foram 
encontrados em frequências similares à encontrada por Lopes et al. (2005), de 
5,3% e de 2,7%, respectivamente. Nenhum outro estudo descreveu estas 
fímbrias em isolados clínicos de DAEC.  
O gene aidA/aah foi encontrado em somente uma amostra (1,4%), 
corroborando outros estudos que mostram a frequência variando entre zero e 
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4% quando pesquisado somente o gene aida (JALLAT et al., 1993, 1994; 
GERMANI et al., 1996; SCALETSKY et al., 2002a, 2002b). O primer utilizado 
no presente estudo, aidA/aah, identifica a presença de aidA e de aah, e 
eventuais amostras positivas para aidA e negativas para aah não são 
identificadas (BERTHIAUME et al, 2010). Destaca-se que ambos os genes são 
indispensáveis para função adesina de AIDA-I (BENZ, SCHMIDT, 1992, 2001; 
LAARMANN, SCHMIDT, 2003).  
Nenhuma amostra foi positiva para os genes que codificam as fímbrias de 
aderência agregativa, aggA, aafA e agg3A, considerados membros distantes 
das adesinas Afa/Dr (CZECZULIN et al., 1999; KAPER, NATARO, MOBLEY, 
2004; SERVIN, 2005). Os genes aggA e agg3A foram descritos em amostras 
de DAEC por Lopes et al. (2005), com frequências de 0,9% e 17,8%, 
respectivamente. 
No presente estudo, pet foi o mais frequente dentre aqueles que codificam 
toxinas e encontrado em alta frequência (35,7%), quando comparada à única 
descrição em amostras de DAEC, na qual 112 amostras foram negativas para 
tal gene (LOPES et al., 2005). Esses dados destacam a divergência entre as 
amostras de DAEC assim como enfatiza o perfil heterogêneo do patotipo. 
O gene sat apresentou frequência similar (28,6%) àquelas descritas em outros 
estudos, que variam entre 30 e 44% (TADDEI et al., 2003; GUIGNOT et al., 
2007; MANSAN-ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). Este gene, 
presente inclusive na cepa de DAEC C1845, foi relacionado com amostras de 
DAEC Afa/Dr isoladas de crianças com diarreia (TADDEI et al., 2003; 
GUIGNTO et al., 2007; MANSAN-ALMEIDA, PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). 
Os genes astA, set1A e hlyA apresentaram frequências também similares 
àquelas encontradas em outros estudos (JALLAT et al., 1993; LOPES et al., 
2005). 
Os genes que codificam as proteínas captadoras/receptora de ferro foram 
comuns entre as amostras, sendo irp2 o mais frequente (72,9%), seguido de 
iucA (52,9%) e chuA/shuA (51,4%). Czeczulin et al. (1999) mostraram irp2 
característico de DAEC e EAEC, com frequência de 50% nas DAEC. Os genes 
iucA e chuA/shuA foram descritos na cepa C1845 por Blanc-Portard et al. 
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(2002), contudo apenas iucA foi pesquisado em isolados de DAEC, com 
frequência de 50%, similar ao presente estudo (LOPES et al., 2005). 
O gene daaD foi encontrado em aproximadamente metade das amostras de 
DAEC (48,6%). Apesar de daaD não ter sido relacionado com amostras 
isoladas de crianças com diarreia, estudos tem evidenciado a importância da 
invasina daaD em mediar a internalização bacteriana em células hospedeiras, 
e assim colaborar com a persistência da infecção (JOUVE et al., 1997; 
GARCIA et al., 1996, 2000; GOUNON, JOUVE, LE BOUGUENEC, 2000).  
O gene agn43, até então não pesquisado em isolados de DAEC, foi encontrado 
em um pouco mais da metade das amostras (57,1%) e também na cepa 
protótipo C1845. Este gene foi descrito em outros patotipos de E. coli, como em 
EAEC, UPEC e na cepa de E. coli comensal K-12 (HENDERSON, MEECHAN, 
OWEN, 1997; ROCHE, MCFADDEN, OWEN, 2001). Está relacionado com a 
agregação bacteriana e com a formação de biofilme por UPEC e EAEC 
(HASMAN, CHAKRABORTY, KLEMM, 1999; SCHEMBRI, KJÆRGAARD, 
KLEMM, 2003; KLEMM et al., 2004; SHERLOCK et al., 2006; ULETT et al., 
2007) e será abordado posteriormente. 
Dentre os genes pesquisados, alguns são característicos de EAEC e/ou de 
UPEC. A EAEC é caracterizada pela sua enorme heterogeneidade e, assim 
como DAEC, é identificada através de ensaio de aderência em cultura de 
células (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004). A UPEC frequentemente 
expressa adesinas Afa/Dr, responsável pelo fenótipo DA e possivelmente 
relacionadas a casos de cistite em crianças e de UTI recorrente ou crônica 
(ARCHAMBAUD, COURCOUX, LABIGNE-ROUSSEL, 1988; DAIGLE et al., 
1994; D’ORAZIO, COLLINS, 1998; FOXMAN et al., 1995; NOWICKI, 
SELVARANGAN, NOWICKI, 2001). Dentre os genes característicos de EAEC 
(pet, astA, set1A, aggA, aafA e agg3A), destaca-se a alta frequência de pet 
(35,7%) nas DAEC, similar às encontradas em EAEC (OKEKE et al., 2000; 
KAHALI et al., 2004; ZAMBONI et al., 2004; MOON et al., 2005; MOHAMED et 
al., 2007; HUANG et al., 2007; MORENO et al., 2010; TOKUDA et al., 2010). 
Porém, os genes astA e set1A foram encontrados em frequências menores do 
que aquelas descritas em EAEC (SUZART et al., 2001; ZAMBONI et al., 2004; 
ARAUJO et al., 2007; MENDEZ-ARANCIBIA et al., 2008; REGUA-MANGIA et 
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al., 2009; MORENO et al., 2010; TOKUDA et al., 2010; ASLANI et al., 2011). 
Os genes aggA, aafA e agg3A  não foram encontrados nas amostras de DAEC.  
Dentre os genes característicos de UPEC (fimH, papC, sfa, sat e hlyA), fimH 
estava presente na quase totalidade das amostras, similar ao descrito para 
UPEC (CONNELL et al., 1996; SOKURENKO et al., 1998; GUYER et al., 2000; 
JOHNSON, STELL, 2000; TARTOF et al., 2007; KARAN et al., 2012). Os 
genes papC, sfa e hlyA apresentaram frequências menores do que aquelas 
encontradas em UPEC (LE BOUGUENEC, ARCHAMBAUD, LABGNE, 1992; 
KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004; ONG et al., 2008). Ainda, o agn43, 
característico de EAEC e UPEC, foi encontrado em mais da metade das 
amostras (HENDERSON, MEECHAN, OWEN, 1997; ANDERSON et al., 2003; 
ULETT et al., 2007; MENDEZ-ARANCIBIA et al., 2008). Esses dados destacam 
a frequência de pet similar à encontrada em EAEC, de fimH similar à 
encontrada em UPEC, e de agn43 similar à EAEC e UPEC. 
Os genes pesquisados foram distribuídos em cinco grupos, de acordo com a 
função do produto codificado, e a presença de pelo menos um gene de cada 
grupo foi analisado nas amostras de DAEC. No grupo das adesinas, fimH foi 
excluído desta análise por ter sido encontrado em mais de 90% das amostras. 
O grupo das proteínas captadoras/receptora de ferro foi amplamente distribuído 
nas amostras de DAEC (80%), o que parece indicar que sistemas de transporte 
de ferro são característicos de DAEC, assim como é de EAEC (OKEKE et al., 
2004). Os grupos das adesinas e das toxinas apresentaram frequências 
menores, embora tenham sido encontrados em mais da metade das amostras. 
Apesar dos grupos de genes terem sido similarmente distribuídos entre 
amostras isoladas de crianças com e sem diarreia (p>0,05), a presença de tais 
genes pode capacitar a colonização bacteriana no epitélio intestinal, ativar a 
resposta imune e causar danos ao hospedeiro (FASANO et al., 1995; SOTO, 
HULTGREN, 1999; SERVIN, 2005; LOPES et al., 2005; GUIGNOT et al., 2007; 
ONG et al., 2008).  
As amostras de DAEC apresentaram variado perfil genotípico, com até dez 
genes por amostra. Destaca-se, além da frequente presença de genes que 
codificam proteínas captadoras/receptora de ferro e de fimH, já citado 
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anteriormente, 12 amostras positivas com o mesmo repertório de nove genes, 
classificadas como DAEC Afa/Dr, que serão abordadas adiante. 
Apesar das amostras terem sido associadas à diarreia na população de 
crianças quilombolas e de periferia urbana, nenhum gene pesquisado foi 
relacionado ao potencial diarreiogênico. É possível que outros genes, não 
pesquisados ou não conhecidos, estejam envolvidos com a virulência dessas 
amostras, sozinhos ou em conjunto com os genes pesquisados no presente 
estudo. Essa hipótese é reforçada pelo fato de aproximadamente metade das 
amostras possuírem o padrão DA em cultura de células, contudo as estruturas 
responsáveis por esse fenótipo não são conhecidas.  
Nas DAEC, grande parte dos estudos está relacionada com a pesquisa de 
genes que codificam adesinas Afa/Dr e poucos descreveram o perfil genotípico 
de amostras de DAEC através da pesquisa de no máximo 13 genes (GIRON et 
al., 1991; JALLAT et al., 1993, 1994; POITRINEAU et al., 1995; FORESTIER et 
al., 1996; BLANC-POTARD et al., 2002; SCALETSKY et al., 2002a; LOPES et 
al., 2005; MERAZ et al., 2007; GUIGNOT et al., 2007; MANSAN-ALMEIDA, 
PEREIRA, GIUGLIANO, 2013), contrastando com o presente estudo, que 
pesquisou 18 genes. Portanto, a carência de trabalhos que descrevem variados 
genes possíveis de atuarem como fatores de virulência em amostras de DAEC 
tem dificultado traçar um perfil característico do patotipo, ou então identificar 
uma subpopulação com maior virulência. 
 
6.1.2 Das amostras de DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr 
As amostras de DAEC foram classificadas em dois grupos, DAEC Afa/Dr e não 
Afa/Dr, de acordo com a presença e ausência de operons que codificam 
adesinas Afa/Dr, respectivamente, conforme previamente descrito (SERVIN, 
2005). Foi utilizado o par de primer afaC descritos por Le Bouguenec et al. 
(2001), a fim de identificar amostras de DAEC positivas para adesinas Afa/Dr+ 
e Afa/Dr-. Este par de primer foi baseado nos operons afa-3, afa-7 e afa-8, e 
flanqueia um segmento interno do gene afaC (LE BOUGUENEC et al., 2001). 
O método de PCR detectou maior número de amostras positivas para os 
operons da família Afa/Dr, quando comparado ao ensaio de hibridização com 
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sonda afaBC (34 versus 31 amostras), previamente revelado (Figura 8). A 
sonda afaBC, proposta por Labigne-Roussel, Falkow (1988), flanqueia um 
segmento interno entre os gene afaB e afaC, baseado no operon afa-1, e 
identifica os operons que codificam adesinas Afa/Dr+ (LABIGNE-ROUSSEL, 
FALKOW, 1988; LE BOUGUENEC ARCHAMBAUD, LABGNE, 1992; LE 
BOUGUENEC et al., 2001; LE BOUGUENEC, SERVIN, 2006). Somente uma 
amostra positiva para a sonda afaBC foi negativa para o primer afaC, o que 
pode ser devido à mutação pontual no gene afaC. É possível que as três 
amostras positivas somente para afaC portem os operons afa-7 ou afa-8, que 
codificam adesinas Afa/Dr-, não identificadas pela sonda. Porém, o operon afa-
7, descrito em amostras de DAEC isoladas de animais com diarreia, não foi, 
até o momento, identificado em isolados de humanos (LALIOUI et al., 1999; LE 
BOUGUENEC et al., 2001; SERVIN, 2005). Da mesma forma, o operon afa-8 
foi associado a amostras isoladas de infecções extraintestinais e raramente 
encontrado em isolados fecais de indivíduos saudáveis, ainda não associado à 
diarreia (LALIOUI et al., 1999; GERARDIN et al., 2000, 2003; LE BOUGUENEC 
et al., 2001; LALIOUI, LE BOUGUENEC, 2001; SERVIN 2005)..  
Todas as amostras positivas para afaC foram também para daaD, e vice-versa, 
possivelmente devido ao fato de ambas comporem os operons das adesinas 
Afa/Dr e serem altamente conservadas entre os membros (LE BOUGUENEC et 
al., 1992; SERVIN, 2005). Esses resultados indicam que tanto o primer daaD 
quanto o afaC são capazes de identificar os operons que codificam as adesinas 
Afa/Dr, inclusive os subtipos afa-7 e afa-8 (identificação de Afa/Dr+ e Afa/Dr-), 
não identificados pelo par de primer afa1/afa2 ou pela sonda afaBC. 
Os genes pet, sat, irp2, iucA, chuA/shuA e agn43 foram estatisticamente 
relacionados com amostras de DAEC Afa/Dr. Trata-se do primeiro estudo a 
evidenciar esta associação, com exceção de sat (TADDEI et al., 2003; 
GUIGNOT et al., 2007). É, portanto, possível que tais genes atuem como 
fatores de virulência em amostras de DAEC Afa/Dr, juntamente com as 
adesinas Afa/Dr.  
A análise do repertório de genes entre as amostras de DAEC Afa/Dr e não 
Afa/Dr mostrou que esses grupos apresentam um perfil genético diferenciado 
entre si, com as Afa/Dr apresentando menor número de perfis genotípicos 
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(n=13) com maior número de genes do que as não Afa/Dr (n=19), com maior 
número de perfis e menor número de genes. Salienta-se que a maior parte das 
primeiras (71,4%) possui pelo menos sete dos 18 genes pesquisados, 
enquanto que as não Afa/Dr (68,6%), no máximo três genes. É ainda digno o 
nota o achado de duas sub-populações principais de DAEC Afa/Dr com o 
mesmo perfil genético (12 amostras com oito genes e oito amostras com seis 
genes). Dentre as não Afa/Dr, houve uma sub-população predominante, 
constituída por oito amostras positivas somente para fimH, mostrando uma 
maior heterogeneidade entre estas e contendo poucos dos genes pesquisados 
por amostra. 
Esses resultados sugerem uma aparente maior conservação e um maior 
potencial virulento entre os isolados de DAEC Afa/Dr, apesar de não terem sido 
relacionadas à diarreia na população estudada (dados não mostrados). Estes 
resultados apontam para a necessidade de estudos com um maior número de 
amostras, sendo esta, uma limitação deste estudo. 
 
 
6.2 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA 
6.2.1 Ensaio de formação de biofilme em superfície abiótica 
Aproximadamente metade das amostras de DAEC (47,8%) foi classificada 
como formadora de biofilme, frequência bem superior ao único e recém-
descrito estudo realizado por Mansan-Almeida, Pereira, Giugliano (2013) que 
encontraram 11% (12/108) e 26,2% (11/42) de formação de biofilme em 
amostras de DAEC Afa/Dr isoladas de crianças com até cinco anos e de 
adultos, respectivamente 
É interessante observar que igual metodologia foi utilizada para formação de 
biofilme no presente estudo e por Mansan-Almeida, Pereira, Giugliano (2013), 
diferindo apenas no volume de suspensão de uma mesma concentração 
bacteriana adicionada aos poços (2 e 5 μL, respectivamente) e no corante 
usado (safranina e cristal violeta, respectivamente). A menor concentração 
bacteriana utilizado pelo presente estudo não justificaria a diferença entre os 
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resultados encontrados. O estudo realizado por Monfardini (2012) comparou 
diferenças entre os corantes cristal violeta e safranina nos resultados de 
formação de biofilme em amostras de EAEC, e revelou uma frequência 
discretamente maior em amostras coradas com safranina, quando comparada 
ao cristal violeta (30,7% versus 24,9%). Esta diferença é significativamente 
menor do que as frequências de formação de biofilme apresentada por ambos 
os estudos. Portanto, é possível que a divergência entre as frequências de 
formação de biofilme seja, na realidade, devido às diferentes origens dessas 
amostras, norte do Espírito Santo e de Brasília.  
A maior parte das amostras produtoras de biofilme (60%) foi isolada de 
crianças com diarreia, embora não tenha sido estatisticamente significativo. A 
formação de biofilme é um mecanismo de virulência bem descrito para isolados 
de EAEC, associada à infecção persistente, à resistência à ação de 
antimicrobianos, e à resposta imunológica do hospedeiro, à redução da 
absorção de nutrientes com agravamento de deficiência nutricional e retardo no 
desenvolvimento infantil (NATARO et al., 1996; NATARO, KAPER, 1998; 
STEINER et al., 1998; HUANG et al., 2006; MOHAMED et al., 2007). Apesar 
deste mecanismo para DAEC não ser estabelecido, a capacidade de formação 
de biofilme em superfície abiótica sugere que o mesmo poderia também 
ocorrer no epitélio intestinal. Certamente, mais estudos são necessários para 
se inferir o potencial patogênico de amostras de DAEC formadoras de biofilme, 
já que a capacidade de agregação bacteriana é considerada um importante 
mecanismo de virulência (MENDEZ-ARANCIBIA et al., 2008). 
Diversos genes tem sido relacionados com produção de biofilme em amostras 
de EAEC e UPEC, ou em amostras recombinantes de E. coli (NATARO et al., 
1992; CZECZULIN et al., 1997; PRATT, KOLTER, 1998; SHEIKH et al., 2001; 
SHERLOCH et al., 2006; GIRARD et al., 2010), e dentre esses, o agn43, aidA, 
fimH, aggA, aafA e agg3A foram pesquisados nas amostras de DAEC do 
presente estudo. 
Apesar de diversos estudos descreverem a função do Agn43 na formação do 
biofilme (HASMAN, CHAKRABORTY, KLEMM, 1999; SCHEMBRI, 
KJÆRGAARD, KLEMM, 2003; KLEMM et al., 2004; SHERLOCK et al., 2006; 
ULETT et al., 2007) e a maior parte das amostras formadoras terem sido 
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positivas (67,7% versus 48,7%), este gene não foi significante entre elas. É 
possível que a expressão de FimH, cujo gene foi encontrado em 90% das 
amostras agn43 positivas não formadoras de biofilme, tenha impossibilitado a 
interação Agn43-Agn43, fenômeno previamente descrito (SHERLOCK et al., 
2004; ULETT et al., 2007). 
A adesina AIDA-I foi descrita ser capaz de formar agregados bacterianos e 
biofilme com eficiência superior à de Agn43 em mutantes de E. coli 
(SHERLOCK et al,. 2004; GIRARD et al., 2010). Porém, das amostras de 
DAEC analisadas nesse estudo, apenas uma foi positiva para o gene que 
codifica AIDA-I, e essa foi não produtora de biofilme, o que pode ser também 
devido ao à expressão concomitante da fímbria tipo 1, que impede a interação 
AIDA-AIDA (SHERLOCK et al., 2004; ULETT et al., 2007). 
Alguns estudos mostraram que a fímbria tipo 1 pode estar relacionada com a 
formação de biofilme em E. coli, apesar de ser amplamente encontrada em 
cepas comensais (PRATT, KOLTER, 1998; DANESE et al., 2000; SCHEMBRI, 
CHRISTIANSEN, KLEMM, 2001; SCHEMBRI, KLEMM, 2001; REISNER et al., 
2003; SCHEMBRI, KJÆRGAARD, KLEMM, 2003; KLEMM et al., 2004). A 
adesina FimH, codificada pelo gene fimH, compõem a fímbria tipo 1 e é 
responsável pela ligação a receptores de células hospedeiras e a superfícies 
abióticas (KUKKONN, et al., 1993; SOKURENKO et al., 1994; PRATT, 
KOLTER, 1998; SCHEMBRI, KLEMM, 2001a). Neste estudo, fimH foi 
encontrado em frequência similar entre as amostras formadoras e não 
formadoras de biofilme (p>0,05). Sheikh et al. (2001) analisaram a expressão 
da fímbria tipo 1 em amostras de EAEC e também não relacionaram essa 
fímbria com a formação de biofilme.  
A presença dos genes que codificam adesinas afa, papC e sfa, também não 
foram relacionados com isolados formadores de biofilme (p>0,05). Apesar de 
nenhum gene pesquisado ter sido relacionado com a formação de biofilme nas 
amostras estudadas, sabe-se que esse fenótipo é multifatorial. Sabe-se ainda 
que os genes fimH e agn43 podem ter sua expressão aumentada quando em 
biofilme, e esse fato sugere uma real importância desses genes na gênese do 
biofilme nas amostras do presente estudo, já que foram encontrados em alta 
frequência (SCHEMBRI, KJAERGAARD, KLEMM, 2003). Ainda, a fímbria tipo 1 
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pode sofrer variação de fase em resposta a sinais do ambiente, sendo esse 
outro fator que pode interferir no processo de formação de biofilme (FREITAG 
et al., 1985; KISIEKA et al., 2013). 
 
 
6.2.2 Sorologia 
Poucos estudos caracterizaram sorogrupos em DAEC, e a maior parte deles 
antecede a década de 90 (SCALETKY et al, 1985; NATARO et al., 1985; 
ECHEVERRIA et al., 1987; BENZ, SCHMIDT, 1987; MANSAN-ALMEIDA, 
PEREIRA, GIUGLIANO, 2013). As amostras testadas para os 23 sorogrupos 
apresentaram perfil a sete deles, com predomínio de O86 (7/16), mesmo 
sorogrupo mais frequente descrito nas amostras de DAEC por Mansan-
Almeida, Pereira, Giugliano (2013). Vale ressaltar que todas as amostras 
pertencentes a este sorogrupo, foram classificadas como DAEC Afa/Dr, 
sugerindo uma possível relação entre eles.  
 
 
6.2.3 Ensaio de suscetibilidade a antimicrobianos 
Dentre os 13 antimicrobianos testados nas amostras de DAEC, todas foram 
sensíveis à ceftriaxona, cefepime, ciprofloxacino e amicacina. As maiores 
frequências de resistência foram encontradas para ampicilina, 
sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclina, semelhantes ao observado em 
amostras de DAEC de hospitais brasileiros ou de comunidades periurbanas de 
baixo nível socioeconômico, e também descrito para outros patotipos de DEC 
(CALVA, SIFUENTES-OSORNIO, CERON, 1996; VILA et al., 1999; 
GIRARDEAU, et al., 2003; ESTRADA-GARCÍA et al., 2005; LOPES et al., 
2005; BAILEY et al., 2010; OCHOA et al., 2009, 2010; SCALETSKY et al., 
2010).  
As frequências de resistência a ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim e 
tetraciclina, observada nas DAEC do presente estudo que foram inferiores 
àquelas descritas por Ochoa et al. (2009), provavelmente devido ao fato de 
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terem sido provenientes de crianças que vivem em comunidades semi-
isoladas, com acesso restrito a sistema de saúde e ao uso de antimicrobianos. 
Merece destaque o fato das amostras de DAEC Afa/Dr apresentarem maiores 
frequências de R/I a todos os antimicrobianos, exceto para impipenem, quando 
comparado com as DAEC não Afa/Dr, sendo significante para amoxicilina/ác. 
clavulânico, ampicilina e sulfametoxazol/trimetoprim, achado até então não 
descrito na literatura. Da mesm forma, trata-se da primeira descrição de perfil 
MDR significante entre os isolados de DAEC Afa/Dr. Este achado pode ser 
devido ao fato de que os operons da família Afa/Dr podem ser transferidos 
juntamente com variados genes de resistência (LOPES et al., 2005). Apesar 
das amostras de DAEC Afa/Dr não terem sido associadas a crianças com 
diarreia, estas podem representar um importante reservatório de genes de 
resistência a antimicrobianos, além de diversos fatores de virulência. 
 
 
60 
 
7 CONCLUSÃO 
 Dentre os genes que codificam adesinas, fimH foi predominante nas 
amostras de DAEC, e nenhum dos genes de aderência agregativa foi 
observada; 
 Os genes irp2, iucA e shuA/chuA, que compõem o grupo das proteínas 
captadoras/receptora de ferro, foram comuns e parecem ser 
característicos no patotipo DAEC; 
 Os genes agn43 e pet foram descritos pela primeira vez em DAEC, 
mostrando alta frequência nessas amostras; 
 Nenhum dos genes pesquisados foi associado aos isolados de crianças 
com diarreia; 
 Dos genes característicos de EAEC ou de UPEC pesquisados em 
DAEC, pet e fimH foram encontrados em frequências similares a destes 
patotipos, respectivamente;  
 Os genes pet, irp2, iucA, shuA/chuA e agn43 foram observados, pela 
primeira vez serem significativos nas amostras de DAEC Afa/Dr; 
 As DAEC Afa/Dr e não Afa/Dr constituíram grupos com perfis genéticos 
diferenciado entre si, sendo as Afa/Dr com duas sub-populações 
principais com o mesmo perfil genético, e as não Afa/Dr, com uma sub-
população predominante; 
 Aproximadamente metade das amostras de DAEC foi classificada como 
formadora de biofilme, mostrando ser uma propriedade comum “in vitro”; 
 Dos genes relacionados com a formação de biofilme, nenhum foi 
estatisticamente relacionado com os isolados formadores de biofilme; 
 As frequências de resistência foram mais comuns para ampicilina, 
sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclina; 
 As baixas frequências de resistência a antimicrobianos sugerem que a 
população semi-isolada esteja sujeita a uma menor pressão seletiva; 
 As DAEC Afa/Dr apresentaram maiores frequências de R/I do que as 
não Afa/Dr, com exceção do imipenem; 
 Perfil de resistência/intermediário a amoxicilina/ácido clavulânico, 
ampicilina e sulfametoxazol/trimetoprim, e de MDR, foram significantes 
em amostras de DAEC Afa/Dr; 
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 As DAEC pertenceram a poucos sorogrupos, sendo o O86 o mais 
frequente e presente somente nas Afa/Dr, sugerindo uma possível 
relação entre eles. 
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